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OZET
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EKMEKLIK BUGDAY (TRITICUM AESTIVUM L.) My HATLARINDA ANTER
KULTURU YONTEMI ILE DOUBLED-HAPLOID GENOTIPLERIN ELDE EDILME
OLANAKLARI

Soner Yigit SARIER

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusu
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Oguz BILGIN

Calismada iki farkl ekmeklik bugday ileri hatti materyal olarak kullanilmistir. Kontrol
dahil sekiz farkli gamma 1sm1 dozu (0, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 Gy) uygulanmis
ekmeklik bugday mutant populasyonlarinin anter kiiltiirtine yanitlar1 arastirilmistir. Bu amagla
erken tek ¢ekirdekli donemde ekmeklik bugday mutant populasyonlarindan anterler W14F besi
ortamina aktarilmig, anter kiiltiirline yanitin belirlenebilmesi i¢in anterlerden gelisen kallus
sayisi ile kalluslardan gelisen albino bitkicik ve yesil bitkicik sayisi, yesil bitkiciklerden elde
edilen seraya aktarilan bitki sayisi, haploid bitki sayis1 ve spontan doubled-haploid bitki sayisi
Ozellikleri incelenmistir. Arastirmada incelenen tiim anter Kkiiltiiri Ozellikleri tizerine
kullanilan genotiplerin (BSB ve FA) etkileri istatistiksel olarak 6nemsiz iken, genotiplere
uygulanan gamma 1s1n1 dozlar1 ve genotip x mutasyon dozu interaksiyonlar1 etkileri istatistiki
olarak dnemli bulunmustur. Kontrol dozuna gére mutasyon uygulamalar1 ile BSB genotipinde
kallus sayisi, yesil bitkicik sayisi, seraya aktarilan yesil bitkicik sayis1 ve spontan doubled-
haploid bitki sayilarindaki artiglara ragmen albino bitkicik sayis1 ve haploid bitki sayisinda
azalmalar belirlenmistir. FA genotipinde ise kallus sayis1 ve haploid bitki sayis1 disindaki
diger incelenen Ozellik i¢cin mutasyon dozlarinin azaltic1 etkiye sahip oldugu saptanmuistir.
Aragtirmada kullanilan iki ekmeklik bugday genotipinin gamma 1511 uygulamasi ile elde
edilen mutant populasyonlarmdan besi ortamina aktarilan anterlerin %31.95 1 kallus

olusturmus, gelisen kalluslarm %22.31 inden albino bitkicik ve %31.36 sindan yesil bitkicik

iv



gelismis, gelisen yesil bitkiciklerden %42.97 si seraya aktarilmistir. Seraya aktarilan yesil
bitkiciklerin %49.35 inden haploid bitki ve %11.55 inden spontan doubled- haploid bitki elde
edilmistir. Kontrol dozu dahil tiim gamma 1511 mutasyon dozlar1 arasinda anterlerden gelisen
kallus sayist 6zelligi i¢in %44.30 ile 150 Gy mutasyon dozu, kalluslardan gelisen albino
bitkicik 6zelligi i¢in %41,5 ile 150 Gy mutasyon dozu ve yesil bitkicik 6zelligi i¢in %31.01
ile 400 Gy mutasyon dozu, yesil bitkiciklerden seraya aktarilan yesil bitkicik 6zelligi i¢in
%53.68 ile 350 Gy mutasyon dozu, yesil bitkiciklerden elde edilen haploid bitki sayisi
ozelligi icin %74.68 ile 400 Gy mutasyon dozu ve spontan doubled-haploid bitki sayisi
ozelligi icin %24.41 ile 150 Gy mutasyon dozu en yliksek basari oranlarmin elde edildigi
dozlar olmustur. Elde edilen sonuclar, genotipin bugday anter kiiltiiriinde basariy1 etkileyen
en Onemli faktorlerden biri oldugu, anter kiiltiirinden bugday 1slah programlarinda
yararlanabilmek i¢in 1slah programindaki genotiplerin anter kiiltliriine reaksiyonlarinin
bilinmesi gerektigini gostermektedir. Gamma 151n1 uygulamasi ile ekmeklik bugdaylarda anter
kiiltliriine yanitin artirilabilecegi, bugday islah1 programlarinda mutasyon 1slahi ile anter
kiiltiirii tekniginin kombine edilebilecegi ve bu sekilde 1slah programiin siiresinin daha da

kisaltilarak etkinliginin artirilmasinin miimkiin olacagi sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Ekmeklik Bugday, Mutasyon, Anter Kiiltiirii, Doubled-Haploid, Besi

Ortami
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

OBTAINING POSSIBILITIES OF DOUBLED-HAPLOID GENOTYPES USING ANTHER
CULTURE METHOD IN M; LINES OF BREAD WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)

Soner Yigit SARIER

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Dog. Dr. Oguz BILGIN

In this study, two different bread wheat advanced lines are used as a material. The
responses of mutant populations generated from eight different gamma ray dose (0, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400 Gy) to anther culture was investigated. For this purpose, anthers from
bread wheat mutant populations was transferred to Wy4F culture medium for responses to
anther culture in early single-core stage, and characters such as number of callus developed
from anthers, number of albino and green plantlet developed from callus, number of plants
transferred to greenhouse, number of haploids plants and spontaneous doubled-haploid plants
obtained from green plantlet was evaluated for determining response to anther culture. In the
research, while genotypes (BSB and FA) effects on all anther culture characters were not
significant, the gamma-ray doses applied to genotype and genotype x mutation dose
interactions effects were found statistically significant. Although increasing number of callus,
number of green plantlet, number of green plant transferred to greenhouse and number of
spontaneous doubled-haploid plants, it was determined decreasing for number of albino
plantlet and number of haploid plant by mutation doses in comparison with control dose for
BSB genotype. Mutation doses have a reducing effect on all characters except number of
callus and number haploid plant for FA genotype. Callus was obtained from 31.95% of the
anthers transferred to culture medium from the mutant populations obtained by gamma
irradiation to the two bread wheat genotypes used in the study, 22.1% albino plantlet and

31.36% green plantlet were developed from callus and 42.97% of developed green plantlet
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was transferred to greenhouse. Haploid plants and spontaneous doubled-haploid plants were
obtained at 49.35% and 11.55% of the green plants transferred to the greenhouse,
respectively. Among the all mutation doses including control dose, 150 Gy dose with 44.30%
for number of callus improved from anthers, 150 Gy dose with 41.50% for number of albino
plantlet from callus, 400 Gy dose with 31.01 for number of green plantlets, 350 Gy dose with
53.68 for number of green plants transferred to greenhouse, 400 Gy dose with 74.68% for
haploid plants obtained from green plantlets and 150 Gy dose with 24.41% for number of
spontaneous doubled-haploid plants were the doses gave the highest success rates. The
obtained results indicate that genotype is one of the most important factors effecting success
of the anther culture response in wheat, is necessary to know about responses of genotypes in
breeding program to anther culture to benefit from anther culture in wheat breeding programs.
It was reached concluded that gamma irradiation can increase the response to anther cultures
in bread wheat, mutation breeding can be combined with anther culture technique in wheat
breeding programs and in this way it will be possible to increase the effectiveness of the

breeding program by further shortening the duration of the breeding program.

Keywords: Bread Wheat, Mutation, Anther Culture, Doubled-Haploid, Culture Media

2016, 102 pages

vii



iCINDEKILER Sayfa

ABSTRACT ..ottt e vi
ICINDEKILER . ... oottt et eeeinisssssssnsnsnsnnnens VT
CIZELGE DIZINI. .. .ot X
SEKIL DIZINT. ..o e, X

RESIM DIZINIL ..ottt Xiii
KISALTMALAR . . .o e e e Xiv
ONSOZ. ..ot XV
2 KAYNAK OZETLERI ........................................................................... 7
3.MATERYAL ve YONTEM..........ccoocoiiiiiiiiiii e 15
B Materyal. ..o e 15
3.1.1. Anaglar ve genotiplerin 6zellikleri...................ooiiiiiiii e, 15
3.2. Yontem.. .. T UUUSUUPRRPRRPSPRPR 1
3.2.1. Anter kulturu uygulamas1 ettt eiteere et et enseeeseessreeneennees 10
3.2.1.1. Verici bitkinin segllmem U U PUUUUUUPUPURRUOUPRN I 4
3.2.1.2. Cigektozu gelisim donem1 18
3.2.1.3. On SOZUK UYGUIAMASL. ......oiuieie ittt 20
3.2.1.4 .Besi ortaminin hazirlanmast............cooooiiiiiii i e 21
3.2.1.5. Bagaklarin sterilizasyonu. ........c.ueierieiniiiit i 23
3.2.1.6. Anterlerin izolasyonu ve besi ortamina aktarilmasi.................c.ocovveeiininn.., 24
3.2.1.7. Anterlerin INKUbasyOnU. .........oiuiiiiiiiiii e e 25
3.2.1.8. Kalluslarin gelisimi ve rejenerasyon ortamina aktarilmasi........................... 25
3.2.1.9. Kalluslardan gelisen albino ve yesil bitkiciklerin sayilarmin belirlenmesi 26
ve test tiiplerine aktartlmasi............ooiiii i e

3.2.1.10.Test tiiplerinde gelisen bitkiciklerin toprak bulunan kiiciik tiiplere aktarimi ve 33
vernalizasyon yapilmasi...

3.2.1.11. Bitkilerde ploidi duzeylnm behrlenmem ............................................... 35
3.2.1.12. Bitkilerin seraya aktarilmasi ve hasad edilmesi........................ooiiinl .. 36
3.3. Incelenen OzelliKIET. .. .......c.uieii e e, 39
3.3.1. Kallus SAYI1ST (AdET). . .. vttt e e e 39
3.3.2. Albino bitkicik sayist(adet)..........coooiiiiiiiiiiii . 39
3.3.3. Yesil bitkicik say1s1(adet).........ooueiniiiiii e 39
3.3.4. Seraya aktarilan bitki sayis1 (adet) .......................................................... 39
3.3.5. Haploid bitki sayis1 (adet)... RSP UUUR PP PPUPPPUPRIR 1)
3.3.6. Spontan doubled-haploid b1tk1 say1si (adet) ............................................... 39
3.4. Deneme Deseni ve Verilerin Degerlendirilmesi............cooooiiiiiiiiiiiiiiiina, 39
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ... 40
4.1. Ekmeklik Bugday Melez Populasyonlarinda Anter Kiiltiiriine Yanit.................... 43
A1 1. KallUS SAYIST. ..ttt 43
4.1.2. AIbIno bitKICIK SAYISI...ouuintiniiti it 48
4.1.3. Yesil bitKiciK SAYIST....uuieiie i 53
4.1.4. Seraya aktarilan bitki SQYIST........o.iiiiiit i 59
4.1.5. Haploid Ditki SAYIST. ...ttt e 65
4.1.6. Spontan doubled-haploid bitKi SAYISI........ooviuiiniitiit i 71
4.1.7. Basar1 oranlarmin belirlenmesi..............ooeiiiiiii i e 77
4.1.7.1. Genotiplerin kargilagtirilmast............oooiiiiiiii e 77
4.1.7.2. Mutasyon dozlarmin karsilastirtlmast........... .o 82

viii



5.SONUC Ve ONERILER.........coooioiiii e

6.KAYNAKLAR

OZGECMIS.......



CIZELGE DIiZiNi

Sayfa

Cizelge 3.1: Arastirmada materyal olarak kullanilan genotipler....................cccceeveeeeeee. 15

Cizelge 3.2: Bugday genotiplerinin antrerlerinin aktrarildigi baglangic besi ortamu......... 22

Cizelge 3.3: Bugday genotiplerinin kalluslarinin aktrarildigi rejenerasyon besi ortami...... 26
Cizelge 4.1: Kallus oranlarina gore aktarilan yesil bitki, albino bitki, seraya aktarilan

bitki haploid bitki ve spontan doubled- haploid bitki sayist..................... 41

Cizelge 4.1.1.1: Kallus sayis1 6zelligi i¢in varyans analiz sonuglart............................ 45

Cizelge 4.1.1.2: Kallus sayis1 6zelligine iliskin mutasyon doz ortalamalar1 ve 6nemlilikleri 46

Cizelge 4.1.1.3: Kallus sayis1 6zelligine iliskin genotip x doz interaksiyonlar1 ve
OnemIIlKICTT. .. .o 48

Cizelge 4.1.2.1: Albino bitkicik sayis1 6zelligi i¢in varyans analiz sonuglart................... 50

Cizelge 4.1.2.2: Albino bitkicik sayis1 6zelligine iliskin genotip x doz interaksiyonu ve
onemliliKleri.. ... ..o i 52

Cizelge 4.1.3.1: Yesil bitkicik sayis1 i¢in varyans analiz sonuglart............cccceeevvvvieiinnnnnnen. 55

Cizelge 4.1.3.2: Yesil bitkicik sayis1 6zelligine iliskin mutasyon doz ortalamalar1 ve
ONEMIILIKICTL. ... e 56

Cizelge 4.1.3.3: Yesil bitkicik sayis1 6zelligine iliskin genotip x mutasyon doz
ortalamalar1 ve onemlilikleri. ... 58

Cizelge 4.1.4.1: Seraya aktarilan bitki sayisi i¢in varyans analiz sonuglart..................... 60

Cizelge 4.1.4.2: Seraya aktarilan bitkicik sayis1 6zelligine iliskin mutasyon dozu ortalamal
Ve ONEMIIIKICTL. ... ceeee it 62

Cizelge 4.1.4.3: Seraya aktarilan bitkicik sayis1 6zelligine iliskin genotip x mutasyon dozi
ortalamalar1 ve onemlilikleri.. ... 64

Cizelge 4.1.5.1: Haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in varyans analiz sonuglart..................... 66

Cizelge 4.1.5.2: Haploid bitki sayis1 6zelligine iligkin mutasyon doz ortalamalar1 ve
onemliliKIeri... .. ..o 68

Cizelge 4.1.5.3: Haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin genotip x mutasyon dozu
ortalamalar1 onemlilikleri..... ... 70

Cizelge 4.1.6.1: Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in varyans analiz
SOMUGIATL. ...t 73



Cizelge 4.1.6.2: Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin genotip
ortalamalar1 ve onemlilikleri..............o..o 73

Cizelge 4.1.6.3: Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin mutasyon doz
ortalamalart ve OnemUIIKIETI. . .....uue e 74

Cizelge 4.1.6.4: Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin genotip x
mutasyon dozu ortalamalar1 ve dnemlilikleri......................oooinal. 76

Cizelge 4.1.7.1: Kallus sayisina gore albino bitkicik sayis1 ve yesil bitkicik sayis1
ozelliklerine iligkin genotiplere gore ortalama, yiizde basar1 ve degigimleri... 79

Cizelge 4.1.7.2: Yesil bitkicik sayisia gore seraya aktarilan bitki sayisi, haploid bitki
sayist ve spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelliklerine iliskin
genotiplere gore ortalama, yilizde basar1 ve degisimleri........................... 80

Cizelge 4.1.7.3: Kallus sayisina gore albino bitkicik sayisi, yesil bitkicik sayis1 ve yesil
bitkicik sayisina gore seraya aktarilan bitkicik sayisi, haploid bitki sayis1 ve
spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelliklerine iliskin mutasyon
dozlarina gore ortalama, yiizde basari ve degisimleri............................. 86

Xi



SEKIL DiZiNi

Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1

A
2:
3:
4:
S
.6:
T
.8:

Sekil 4.1.9:

Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1
Sekil 4.1

Sekil 4.1

.10:
d1:
12:
13:
14:
15:
.16:
A7:

18:

Sayfa
Kallus sayis1 6zelligi icin genotip ortalamalart.................coooiiiiininan. 44
Kallus sayis1 6zelligi icin mutasyon doz ortalamalart........................o...... 46
Kallus sayis1 6zelligi icin genotip x doz interaksiyonu ortalamalari................. . 48
Albino bitkicik sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalart............................ 50
Albino bitkicik sayis1 6zelligi icin mutasyon dozu ortalamalart................... 50
Albino bitkicik sayis1 6zelligi i¢in genotip x doz interaksiyonu ortalamalar...... 52
Yesil bitkicik sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalart.............................. 54
Yesil bitkicik 6zelligi icin mutasyon doz ortalamalari........................... 56
Yesil bitkicik 6zelligi icin genotipxdoz interaksiyonu ortalamalari............... 58
Seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalari.................... 60
Seraya aktarilan bitki 6zelligi i¢in genotipxdoz interaksiyonu ortalamalart..... 62
Seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligi i¢in mutasyon dozu ortalamalart........... 64
Haploid bitki sayis1 6zelligi igin genotip ortalamalart.............................. 66
Haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in mutasyon dozu ortalamalari.................... 68
Haploid bitki sayis1 6zelligi icin genotipxdoz interaksiyonu ortalamalarrt...... 70
Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalarrt......... 73
Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi igin mutasyon dozu
OTEAlAMANAT L. .. 74
Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi igin genotipxdoz interaksiyonu
ortalamalari........ ..o, 76

Xii



RESIMLER DiZiNi

Resim 3.1:
Resim 3.2:
Resim 3.3:
Resim 3.4:
Resim 3.5:
Resim 3.6:
Resim 3.7:
Resim 3.8:
Resim 3.9:

Resim 3.10:
Resim 3.11:
Resim 3.12:
Resim 3.13:
Resim 3.14:
Resim 3.15:
Resim 3.16:
Resim 3.17:

Resim 3.18:
Resim 3.19:
Resim 3.20:
Resim 3.21:
Resim 3.22:
Resim 3.23:
Resim 3.24:
Resim 3.25:
Resim 3.26:
Resim 3.27:
Resim 3.28:
Resim 3.29:
Resim 3.30:
Resim 3.31:
Resim 3.32:
Resim 3.33:
Resim 3.34:
Resim 3.35:

Sayfa
Uygun donemdeki basaklarin araziden alinmasi (orijinal)........................... 18
Mikrospor geligim donemleri..........o.vvviiiiiiiiii i 19
Sogutuculara konulan materyal (orijinal)..............cccoviiiiiiiiiiiiii i, 20
Sogutucudan ¢ikarilan materyal (orijinal)...............oooiiiiiiiiiii i 21
Besi ortaminin hazirlanmasi (orijinal). .. .22
Besi ortaminin steril pipetler ile aktarllma51 (orljlnal) ............................... 23
Yaprak kinindan ayrilan bagaklar (orijinal)...............coooiiiiiiiiiiiii 23
Bagaklarin steril su ile yikanmasi (orijinal)............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 24
Anterleden basaklarm ¢ikarilmasi (orijinal)..............cooooeiiiiiiii 24
Anterlerin aktarilmast (orijinal).............ooooiiiiiii i 25
Inkiibatérlere konulan petri kaplar: (32 ° C ye ayarlanmus) (orijinal)........... 26
Anterlerden gelisen kalluslar (orijinal).................cooiiiiii 27
Anterlerden gelisen kalluslar (orijinal)..............cooiiiiiiiiiiiii e, 27
Anterlerden gelisen kalluslarin aktarilmasi (orijinal).................ccoveen..n. 28
Anterlerden gelisen aktarimi tamamlanmig kalluslar (orijinal).................... 28
Anterlerden gelisen aktarimi tamamlanmig kalluslar (orijinal).................... 28
Kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerin sayis1 ve test tiiplerine aktarilmasi
(OTTJINAL). .ttt e 29
Test tiiptinde gelisen albino bitkicik (orijinal).......................ccooiie. 29
Petri kaplarinda bitkicikler (orijinal)...............coooii i 30
Kalluslardan rejenerasyon ortaminda gelisen yesil bitkicikler (orijinal)......... 30
190-2 Cu igeren test tiipleri (Orijinal) ..o 31
Geligen yesil bitkiciklerin test tiiplerine aktarilmasi (orijinal)...................... 31
Gelisen yesil bitkiciklerin test tiiplerine aktarilmasi (orijinal)..................... 32
Test tiiplerine aktarilan yesil bitkiler (orijinal)...................oiiinl. 32
Test tiiplerine aktarilan yesil bitkilerin iklim odasina taginmasi (orijinal)........ 32
Polietilen torbalar ile kapatilan doubled-haploid bitkiler (orijinal)................ 33
Fenotipik olarak haploid ve doubled-haploid bitkiler (orijinal)................... 34
Stoma hiicrelerine bakarak ploidi diizeyinin belirlenmesi........................... 35
Seraya aktarilan doubled-haploid bitkiler (orijinal)............c.........oooeiee. 35
Hasat zamaninda doubled ve haploid bitkilere ait basaklar......................... 36
Seraya aktarilan doubled-haploid bitkiler (orijinal)............cccoooiiiiiiint. 36
Seraya aktarilan spontan doubled-haploid bitkilerin hasad1 orijinal)............. 37
Bitkilerin hasat edilmesi (orijinal).............cooiiiiiiiii i, 37
Elde edilen doubled-haploid basaklarin harmanlanmasi (orijinal)................ 38
Elde edilen doubled-haploid tohumlarin ertesi y1l ekim i¢in hazirlanmasi
(O INAL) . L 38

Xiii



KISALTMALAR

2,4-D
ABA
BAP
DH
EKOF
IAA
IBA
BA
CIMMYT
KO
KT
ELS
MS
NAA
PAA
SD
N 6
AC
MC
DK
mg

L
cm

g

:2,4 Diklor fenoksi asetik asit
:Absisik asit

:Benzil amino piirin
:Doubled-Haploid

:En kii¢iik 6nemli fark

:Indol asedik asit

:Indol biitirik asit

‘Biitirik asit

:Uluslararas1 Misir ve Bugday Arastirma Merkezi
:Kareler ortalamasi

:Kareler toplami1

:Embriyo benzeri yap1 (Embryo like structures)
‘Murashige and Skoog besi ortami
‘Naftalin asetik asit

:Fenil asetik asit

:Serbestlik derecesi

‘Nistch (besi ortami)

:Anter kiltiirti

:Mikrospor kiiltiirti

:Degisim katsayisi

:Miligram

‘Litre

:Santimetre

:Gram

Xiv



ONSOZ
Bu tez NKUBAP tarafindan NKUBAP.00.24.DR.13.01 numarali proje ile

desteklenmistir.

Oncelikle danismanim saymn Dog. Dr. Oguz BILGIN’e doktora tezimde her tiirlii
fedakarlig1 gosterip bana yardim ve destegi i¢in tesekkiirli bir borg biliyorum. Yiiksek Lisans
hocam ve tez izleme komitemde yer alan sayin Prof. Dr. Kaythan KORKUT, sayn Prof. Dr.
Ismet BASER, sayin Prof. Dr. Bayram SADE ve Saym Prof. Dr. Aydin UNAY hocalarima
ayr1 ayr1 tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ayrica, doktora ¢alismamin labaratuvar kisminda benden yardimlarmi esirgemeyen
Macaristan’m Szeged kentinde bulunan Gabano Kutato Arastirma Enstitiisii Bilim Direktorii
sayin Prof. Dr. Janose PAUK ve Dr. Csaba LANTOS’a da yardimlarindan dolay1 tesekkiir

ediyorum.

Ekim, 2016 Soner Yigit SARIER
Ziraat Yiksek Miihendisi

XV



1.GIRIS

Diinya tahil ekilis ve iiretiminde dnemli bir paya sahip olan bugday bitkisi; ekim alani
yoniinden ilk sirada tiretim yoniinden ikinci sirada yer almaktadir (USDA, 2014). Giiniimiizde
insanlarin beslenmesi agisindan yasamsal oneme sahip olan tahillarda, iretim ve kalite
sorunlarinin  ¢odziilmesi i¢in kullanilabilecek genetik varyabilitenin son smirlarina
yaklagilmigtir. Ayrica diinya niifusu hizla artmakta olup 2050 yilinda niifusun
giinimiizdekinden yaklasik %50 oraninda daha fazla olacagi ve giin gectikge besin agiginin
artacagi ileri siiriilmektedir (Nellemann ve ark., 2009). Bu artisin iistesinden gelebilmek igin

almmas1 gereken onlemler arasinda en gergekci olani birim alan veriminin artirilmasidir.

Birim alan veriminin artirilmasinda da kiiltiirel uygulamalardaki iyilestirilmelerle
birlikte, hastalik ve zararlilara dayanikli, kaliteli ve yliksek verim potansiyeline sahip yeni
cesitlerin gelistirilerek iiretime sokulmasi en onemli asamay1 olusturmaktadir. Bu da ancak

yogun, etkin 1slah programlar1 sayesinde basarilabilir.

Bir 1slah programmin basarisini dogrudan etkileyen en onemli faktér iizerinde
calisilacak materyaldeki genetik varyabilitenin biiyiikliigiidiir. Genetik varyabilite ne kadar
genis olursa seleksiyonda basar1 o denli fazladir. Giinlimiizde bugday gibi bir¢cok kiiltiir
bitkisinde oldugu tizere genetik varyabilite olduk¢a daralmis durumdadir. Bu varyabilitenin
genigletilmesinde yakin ve uzak akrabalar ve cinsler arasi melezlemeler ve fiziksel ve
kimyasal mutasyonlar gibi klasik 1slah metodlar1 yogun olarak kullanilmaktadir. Boyle bir
genetik varyabiliteyi elde etmek, geleneksel bitki 1slah1 yontemlerinin etkinligini arttrmak ve
1slah siiresini kisaltmak i¢in yeni ve yenilik¢i teknolojilere gereksinim vardir. Bu teknolojiler
icinde en yaygin yararlanilan biyoteknolojik yontemlerdir. Bu yontemler arasinda en ¢ok ilgi

goren doubled-haploid teknolojisidir.

Cesit gelistirmek amaciyla ylriitilen 1slah programlarinda verim, hastaliklara,
zararhlara, kuraga, soguga dayaniklilik vb. Ozellikler de dikkate alindigindan uzun ve
kapsamli bir c¢aligma gerekmektedir. Son yillarda, yiriitiilen 1slah programlar1 farkli
biyoteknolojik uygulamalar ile desteklenerek 1slah siiresini kisaltmaya ve etkinligi artirilmaya
calisiimaktadir. Bu uygulamalarin en onemlilerden biri de haploid teknigi ve buna bagli
olarak doubled-haploidi tekniginin tahil 1slahinda, o&zellikle de bugday 1slahinda

kullanilmasidir. Doubled-haploid bitki iiretiminin avantajlari1 bitki 1slahgilar1 tarafindan ¢ok



uzun siireden beri kabul edilmekte olup, bu yolla farkli bitki tiirlerinde 280 den fazla gesit

gelistirilmistir (Szarejko ve Forster, 2007).

Anter kiiltiirii, uygun gelisme donemindeki heniiz olgunlagmamig mikrosporlar1 iceren
anterlerin uygun bir besi ortamima aktarilarak buradan haploid bitkicik elde edilmesinde
kullanilan ve bitki 1slahit programinin siiresini kisaltan biyoteknolojik bir yontemdir. Anter
kiiltliriinde amag¢ genomun yar1 kromozom takimini igeren bitkicikler elde etmek, elde edilen
materyalin kromozomlarinin katlanmasiyla %100 homozigot materyal elde etmektir. Haploid
bitki elde etmek amaciyla kullanilan ve bitki 1slahi i¢in biiyiikk 6nem tasiyan anter kiiltiirii; bir
bitkiden izole edilen anterin uygun bir besi ortamia yerlestirilerek heniiz olgunlagsmamis
polen tanelerinden bitkilerin gelistirilmesi teknigidir (Sunderland, 1974). Haploid bitkiler,
stoma hiicrelerinde tipki gamet hiicrelerinde oldugu gibi haploid sayida (n) kromozom
icerirler. Yapay olarak ilk haploidler arpada 1934’de Johansen ve 1938’de Muntzing
tarafindan gelistirilmistir (Johansen, 1934; Muntzing, 1938). In vitro kiiltiire alinan gencg
anterlerden haploidlerin basarili bir sekilde elde edilmesi ilk kez 1964 yilinda Dature
stramonium bitkisinde Guha ve Maheshwari tarafindan gergeklestirilmistir (Guha ve
Maheshwari, 1964).

Bugdayda doubled-haploid iiretiminin mikrospor ya da anter kiiltiirii (androgenesis),
oviil kiiltiirti (jinogenesis), yabanci tiir kromozomlarmin eliminasyonu (misir ve H. bulbosum
melezleri) ve yabanci tiiriin sitoplazmasmin etkisi ile gergeklestirilmektedir. Mikrospor ve
anter kiiltiiri metodlar1 kiiltiire aliman anter basma binden fazla haploid bitki {iretme

potansiyeline sahiptir.

Bugdayda anter kiiltlirline yanit yetenegi, ¢ok gen tarafindan kontrol edilen kantitatif
bir karakterdir, bu nedenle anter kiiltiiriine yanit yiiksek oranda genotipe baglhidir (Moieni ve
ark., 1997; Yeh ve ark., 1999). Bitki 1slah1 uygulamalarinda karsilagilan en 6nemli sorun
yiiksek oranda albino bitki goriilmesi ve yesil bitkicik rejenerasyonun ¢ok diisiik ya da hig
yanit almamasidir (Jauhar ve ark., 2009; Weyen, 2009). Bu sorun, melez
kombinasyonlarmlarinda koprii melezlerinde kullanilabilecek yiiksek anter kiiltiirli yanitina
sahip olan ana¢ bugday genotiplerinin se¢cimi ya da o6n soguk uygulamasi, hormon
uygulamalar1 farkli kimyasal ya da fiziksel mutagen uygulamalar1 ile ¢oziilebilir. Boylece,
anter kiiltlirlinlin bugday 1slah programindaki etkiniligi ve kullanilabilirligi artirilabilir

(Zamani ve ark., 2000; Wang ve ark., 2007).



Bugday 1slahinda, istiin genotiplerin gelistirilmesinde doubled-haploidi teknigine
islahgilarin ilgisi giinden giine artmaktadir. Doubled-haploid bitkilerin elde edilmesinde
kullanilan biyoteknolojik yontemlerden anter kiiltlirii teknigi, hem yiiksek yanit alinmasi ve
hem de uygulamasinin digerlerine gore daha kolay olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen
teknik olmaktadir. Anter kiiltiirii yoluyla doubled-haploid teknigi ile kiiltiir ortamia farkli
dozlarda aliiminyum uygulamasi yapilmis sonug¢ olarak ekmeklik bugdayda aliiminyuma
toleransin arttig1 goézlemlenmistir (Bakos ve ark., 2008), donmaya toleransinm gelistirilmis
(Humphreys ve ark., 2007), tane veriminin artirilmis (Sadasivaiah ve ark., 2004), DH-
mutantlarda erkencilik, hastaliklara dayaniklilik ve su stresine toleransin artirilmistir (Khan ve
ark., 2001). Anter kiltiirii yontemi ile ticari doubled-haploid bugday cesitleri farkl iilkelerde
gelistirilmistir (Barnabas ve ark., 2000; Pauk ve ark., 2003).

Klasik 1slah metodlarinda yapilan melezleme ya da mutasyon uygulmalarindan elde
edilen F1-M; bitkileri yetistirilmekte ve izleyen generasyonlarda segregasyona bagli islah
amagclar1 dogrultusunda seleksiyonlar yapilmaktadir. Segregasyon 4-6 yil devam etmekte
ancak bu siire sonunda bile %100 homozigot genotiplere ulagilamamaktadir. Bu nedenle hem
islah siiresini kisaltmak hem de %100 homozigot materyal elde etmek i¢in anter kiiltiirii

kullanilmaktadir.

Bitki 1slahgist seleksiyonunu ya dogal olarak mevcut varyasyona sahip ya da yapay
olarak melezleme ya da mutasyon yoluyla yaratilmis olan varyasyona sahip 1slah
materyalinde gergeklestirir. Bitki 1slahinda kullanilan varyasyonun yaratilmasinda en kolay

yolu mutasyon uygulanmasidir.

Mutasyon, bir organizmanin genetik yapisinda meydana gelen, dollere aktarilan ani
ve kalic1 degisimlerdir. Mutagen ise mutasyona neden olan fiziksel ya da kimyasal ajanlara
verilen isimdir. Bitki 1slahinda ve 6zellikle de bugday islahinda mutasyon uygulamasi ile a)
daralan genetik varyabilitenin genisletilmesi, b) biyotik, abiyotik streslere tolerans ve
dayanikliligimnin arttirilmas1 ve c¢) morfolojik 6zelliklerin iyilestirilmesi amaglanmaktadir.

Mutasyon 1slah1 kombinasyon 1slahmna gore daha az is giicii ve zamana ihtiya¢ duymaktadir.

Mutasyonlar ya spontan olarak ya da cesitli mutagenlerin kullanilmasiyla yapay

yolla meydana getirilirler. Yapay mutagenler genellikle fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki
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tirdiir. Kimyasal maddelerin i¢indede etil metansulfonat, etilimin ve nitroetiluretan 6nemli
yer tutmaktadir. Rontgen cihazi, ¢ekirdek reaktorii, kobalt 60, caesium 137 ve fosfor 62

yaygin olarak fiziksel mutasyon kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Ozellikle mutasyon uygulamalari ile daralan genetik varyabilitenin genisletilmesi ve
gen kaynagi koleksiyonlarinda bulunmasi zor olan arzu edilen 6zellikleri idare eden genlerin
yeni allellerinin olusturulmasi yani sira, biotik ve abiotik strese dayanikli, tane verimi ve bin
tane agirlig yiiksek, kisa boylu ancak uzun basak yapisina sahip genotiplerin gelistirilmesi
amaglanmaktadir. Genellikle mutasyon 1slahinda basarili olan 6zellikler; erkencilik, yatmaya
dayaniklilik, hastaliklara dayaniklilik, yiiksek verim ve daha iyi tane kalitesidir ve bu
ozellikler sayesinde yeni ¢esitler gelistirilmistir (Maluszynski ve ark., 1995b).

Mutasyon 1slahi lizerine yogun arastirma ve gelistirme calismalar1 ekonomik olarak
onemli bitkilerde gen kaynaklarinda genetik cesitliligi genisletmek ve cesit 1slah1 amaciyla
gecen 50 yildan beri yiiriitiilmiis ve bu ¢abalar sonucunda resmi olarak 60 tan fazla tilkede
170 bitki tirtinde 3000 iizerinde yeni gesit tescil edilmistir (Kasha, 2005). Mutant gesitlerin
yaklasik %70 1 herhangi bir 1slah ¢alismasi olmadan dogrudan mutant olarak tescil edilmis,
geri kalan %30 luk kisim mutantlarin kullanildig1 kombinasyon 1slah programlar1 yoluyla
gelistirilmistir (Maluszynski ve ark., 2000). Radyasyon teknigi, kimyasal mutagenlere oranla
mutant c¢esitleri gelistirmede daha yogun (%89) olarak kullanilan metod olmustur.
Radyasyonla elde edilen mutant ¢esitlerin %64.5’1 gamma 1sinlar1 ile %22’s1 ise X 1sinlari ile
gerceklestirilmistir. Bu hizli artis son yillarda mutasyonun bitki 1slah programlarinda basarili

bir sekilde kullanildiklarini géstermektedir.

Bu mutant cesitler 6zellikle boy uzunlugu gibi spesifik 6zelliklerin kisa zamanda
iyilestirilmesi nedeniyle diinya ¢apinda tarimda biiyiik etki yaratmistir (Ahloowalia, 1998).
Ancak iilkemizde mutasyon ile gelistirilmis ticari bugday ¢esitleri bulunmamaktadir.
Mutasyon uygulamasmm bitki 1slah1 yontemi olarak uygulanabilir, siirdiiriilebilir, esnek,
kuralsiz, tehlikeli olmayan, c¢evresel olarak kabul edilebilir, son derece etkin ve diisiik
maliyetli bir teknoloji oldugu gbéz Oniinde alindiginda (Kainthura ve Srivastava, 2015)
lilkemizde de bugday islah programlarinda mutasyon tekniginin daha etkin bir sekilde

kullanilmas1 gerekmektedir.



Glinlimiizde, mutasyon Tlistiin ¢esitlerin 1slaht yaninda, 6nemli 6zellikleri idare eden
genleri kesfetmek ve bunlarm fonksiyonlar1 ve etki sekillerini anlamak amaciyla da genis
oranda kullanilmaktadir (Ranalli, 2012). Ozellikle arabidopsis, bezelye, bugday, misir, arpa,
celtik ve domateste mutasyon uygulamalari; (1) Bitki biiytime ve gelisimini kontrol eden
(Rutger, 1992; Meinke ve ark., 1998), (2) metabolik ve biyokimyasal oOzelliklerle ilgili
(Jende-Strid, 1993; Sasaki ve ark., 2002), yada (3) abiyotik ve biyotik streslere bitkinin
tepkisinden sorumlu (Worland ve Law, 1991; Foster, 2001) vb. bir¢ok genin tanimlanmasina

olanak saglamistir.

Ancak mutasyonlarin kullanilmasinda ©onemli sorunlardan biri agirliklt olarak
mutasyonlarin resesif dogasidir. Bundan dolay:r allel heterozigot durumda ise arzu edilen
fenotipin ortaya c¢ikist maskelenir. Ancak arzu edilen fenotipler mutagen uygulamasindan
sonraki iki ya da ii¢lincii generasyonda (M2-M3) normal olarak belirlenip se¢ilebilmektedirler

(Forster ve ark.,1996; Jauhar ve ark., 2009).

Doku kiiltlirli  varyasyonu yaratmak amaciyla gergeklestirilen mutasyon
uygulamalarmin etkinligini ve iki yontemin entegre edilmesi islah etkinligini ve siiresini

azaltmak i¢in 6nemli bir olanak sunmaktadir (Maluszynski, 2000).

Kombinasyon yani melezleme 1slahi ¢alismalarinda homozigot hat eldesinde 5-6 yil
gerekir iken mutasyon 1slahinda bu oran 3-4 yildir. Ancak bu tekniklere anter kiiltiirii entegre
edildiginde siire 1-2 yila diismektedir. Bu da 1slah siiresinin en az 3-5 yil kisalmas1 anlamina
gelmektedir. Kisaca, M; bitkiler verici olarak kullanilir uygun basaklardaki anterler uygun
donemde kiiltiire alinirsa ilk generasyon DH1 de %100 homozigot mutant hatlarn tek bitki

secimleri yapilarak basariya ulagsmak olasidir.

Mutasyon tekniginin in vitro kiiltiirii ozellikle de anter kiiltiirii teknigi ile
kombinasyonu “ideal sistem” olarak kabul edilmektedir. Bunun 3 ana sebebi vardir.
Bunlardan ilki, haploid ya da doubled-haploid olsun in vitro kiiltirii teknigi yoluyla
gelistirilen bitkiler resesif yada dominant olarak tiim mutasyonlar homozigot olarak ortaya
cikmakta bdylece ozelliklede resesif mutasyonlarin ilk generasyonda belirlenmesi miimkiin
olmakta ve mutant genotipler hizlica tespit edilebilmesidir. Ikincisi, mutasyon islemleri i¢in
genis bir populasyon saglamasi bu nedenle arzu edilen mutantlarin tanimlanma olasilig1

artirtlmasidir.  Uglinciisii ise, mutantlarin iiretim asamasinda siiresince olas1 kimerizm
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onlenmesidir (Xu ve ark., 2012). Boylece, genetik varyasyonlarm daha kisa siirede etkin bir
sekilde olusturulmasi ve daha sonra seleksiyon ve arzu edilen genotipler ve anaglar hastaliksiz
ortamda c¢ogaltilmakta ve bitki 1slah1 programimin etkinligini artirilmis olmaktadir

(Maluszynski ve ark., 1995a; Maluszynski, 2000; Ahluwalia ve Fray, 2000).

Bu teknikler hem tohumla hem de vegetatif iireyen bitkilerde uygulanmakta ancak
ozellikle kendine dollenen bitkilerde uygulandiginda, % 0-1 arasindaki dar genetik
varyabiliteleri nedeniyle daha etkin sonuglarin elde edilebilmesi olasidir (Peterson ve ark.,

1992).

Mutagenesis ve doku kiiltiirleri uygun bir sekilde domateste (Gavazzi ve ark.,1987),
misir ve muz (Novak, 1990), patateste (Ahluwalia ve Frc., 1986), bugdayda (Cheng ve ark.,
1990), yag bitkilerinde (Ashri, 1993), celtikte (Maluszynski ve ark., 2000) ve diger bitkilerde
(Micke ve ark., 1990) kombine edildiginde olumlu sonuglar elde edilmistir. Cin ve Fransa’da
bu tekniklerin kombine uygulamalar1 sonucu yiiksek verimli, erkenci, tuzluluga dayanikli ve
kurakliga toleransli ¢ok sayida bugday c¢esidi gelistirilmis ve bunlardan bir¢ogu bugday
iretim alanlarinda c¢iftciler tarafindan kabul gormiistiir (Liu ve ark., 2009; Khan ve ark.,

2001).

Bu c¢alismada amag¢ ekmeklik bugday islahinda mutasyon islahi ile anter kiiltiirii
tekniginin kombine edilerek normal kosullarda ilk generasyonda ortaya ¢ikmayan resesif
karakterlerin homozigot halde ortaya ¢ikmasmi saglamaktir.Farkli mutagen dozlar ile anter
kiiltiirtine yanit1 diisiik olan ekmeklik bugday hatlarinin yanit1 arttirilarak iistiin genotiplerin
kisa siirede elde edilmesini saglamak olduk¢a 6nemlidir. Bu calismada uygulanacak farkli
mutagen uygulamalar1 ile daha once kombinasyon islahi ile gelistirilen kalite ve verim

yoniinden iistiin olan hatlarin kisa siirede elde edilmesi amag¢lanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Yapilan tez c¢aligmast konusu ekmeklik bugday genotiplerinde degisik mutagen
dozlarmin uygulanmast ile anter kiiltiirin yanitin yiikseltilmesi ve olusturulan bu
varyasyondan kalite 6zellikleri ve verim yOniinden istiin bitkilerin doubled-haploid teknigi
ile kisa siirede elde edilmesidir. Mutasyon 1slahi ile bugday genotiplerinde olusturulacak yeni
varyasyona sahip bitkilerin gelistirilmesi uzun siire alabilmektedir. Bu amagla mutasyon
islahinin kisa siirede tamamlanmasi ve mutant hatlarin kisa siirede homozigot olarak elde
edilmesi tez ¢aligsmasinin baslica amacidir. Anter kiiltiirii teknigini ile ilk generasyonda ortaya
¢ikmayan resesif ve dominant mutasyonlarin homozigot halde ortaya ¢ikmasini saglamak ve
mutasyon dozlar1 ile hatlarin ve 6zelliklede anter kiiltiiriine yanit1 diisiik olan ekmeklik

bugdaylarda yiiksek yanit elde edilmesi 6nem arz etmektedir.

Bourgin ve Nitsch (1967), tiitiin bitkisinde anter kiiltiirii yoluyla haploid bitkiler elde
etmelerinden sonra, 6zellikle ekonomik 6nemi fazla olan tahillar, sebzeler ve seker pancari
basta olmak tizere giiniimiize kadar pek ¢ok bitki tiirlinde anter kiiltiirii yoluyla haploid elde
edilmesi lizerinde caligmalar yapilmis ve 25 familyaya ait 200 bitki tiirlinde in vitro

androgenesis teknigi ile basarili sonuglar elde edilmistir.

Calismalarm sonucunda 1973°de anter kiiltiirii ile bugdayda katlanmis haploid bitki
tretimi basladiktan sonra haploid bitki iiretimi konusunda bir¢ok iilkede basarili sonuglar
almmistir. Bu teknik ile Fransa’da Florin (De Buyser ve ark., 1987), Cin’de Jinghua No 1
(Hu ve ark., 1983) ve 764 (Hu ve ark., 1988), Macaristan’da GK Delibab (Pauk ve ark., 1995)

bugday cesitleri gelistirilerek iireticilerin hizmetine sunulmustur.

Bugdayda doubled-haploid ydntemi 25-30 yildir kullanilmaktadir. /n vitro haploid
bugday iiretimine ait ilk ¢aligma Cin de 30 yil dnce yapilmistir (Ouyang ve ark., 1973). Elde
edilen haploidlerden doubled-haploid elde etmek igin en etkili ve en kolay yontem kolkhisin

uygulamasi oldugu belirlenmistir (Jensen, 1974).

Clapham (1973), tahillarda haploid bitki elde etme ydntemlerinin i¢inde anter
kiiltiiriine genis yer vermis, arpada anter kiiltiirli i¢in en uygun besi ortami ve anter kiiltiirii
donemini agiklamasiyla arastirict haploid bitki iiretimi iizerine oldukc¢a yogun caligmalar

yuriitmiistiir. Haploid tretimi i¢in ilk metod Kahsa ve Kao tarafindan 1970 yilinda
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yayinlanmistir. Bu metod, daha sonra gesitli arastiricilar tarafindan da gelistirilen melezleme
ile genetik uyusmazlig1 temel alan Bulbosum Yontemidir (Kahsa ve Reinbergs, 1975). Uriin
verimliliginin gelistirilmesinde klasik 1slah yOntemleri ile birlikte onemli bir ara¢ olarak

kullanilmaktadir.

Bu amagcla bitki tiirline bagli olarak bitkinin farkli kisimlar1 kullanilabilmektedir
(Bajaj, 1983). Doubled-haploid 1slahinin pratik uygulamalari istiin 1slah hatlar1 ve gesitlerinin
gelistirilmesi ile ortaya konmustur. Anter kiiltiirii ile ilk gelistirilen bugday ¢esidi Jinghua No.
1. ¢esididir (Hu ve ark., 1986). Avrupa da ilk adrogenetik olarak gelistirilen ¢esit Florin (De
Buyser ve ark., 1987) Fransa da gelistirilmistir.

Genetik olarak doubled-haploid hatlar islah programini hizlandiracak ve seleksiyon
etkinligini arttirarak bitki islahinin gelisimine katkida bulunacaktir. Bu anlamda haploid ve
doubled-haploid hat iiretimi islahgilar igin bir 151k olmaktadir. Doubled-haploid sistemle
caligan kiiltiir bitkilerinden en onemlileri ¢eltik, bugday, arpa, musir, kolza ve patatestir.
Doubled-haploid bitkiler tiir i¢i veya tiir dis1 genetik uyusmazlik gosteren melezlemeler ile
elde edilebildigi gibi disi ve erkek gametofitik hiicrelerden yani anterlerden, izole edilmis

mikrosporlardan, ovaryumdan doku kiiltiir teknigi ile de elde edilebilmektedir (Kasha, 1989).

Machii ve ark. (1998), 107 japon bugday genotipi ile yaptiklar1 ¢alismada; anter ve
olgunlasmamis embriyo kullanarak, kallus ve rejenerasyon olusumunu belirlemek i¢in
yaptiklar1 arastirmalarinda, anter kiiltiirlinde 107 genotipten 83’linde kallus olusumu ve
bunlardan da 45’inde bitki rejenerasyonu elde edildigini ve olgulasmamis embriyo kiiltiirtinde
ise genotiplerin kallus olusumunda artisa karsilik anter kiiltiiriine gore daha cok miktarda
albino bitki olustugunu saptanmiglardir. Arastiricilar doku kiiltliriinde bitki rejenerasyonun

genotipe gore degistigini belirtmislerdir.

Worobey ve Holmes (1999), belli cografik bolgelerdeki bugday genotipleri ile anter
kiiltiirtine yanit agisindan daha gii¢lii bir bagliliginin bulundugunu ve 6zellikle Avrupa’nin
dogusundaki bugday hatlarinda 100 anter basina 3,6 bitki olustururken; kuzey-bat1 Avrupa
hatlarinda 100 anter basma 0,4 bitki olusturdugunu, dolayisiyla anter kiiltiiriinde Dogu
Avrupa’daki cesitlerin kuzey ve Bat1 Avrupa’ya gore daha etkin bicimde kullanilabilecegini

aciklamiglardir.



Giiniimiizde doubled-haploid hat iiretimi; anter kiiltiirii, musir ve bugday melezi ile H.
bulbosum bugday melezlemesi yoluyla gerceklestirilmektedir (Szakacs ve ark.,1988). Bu
yontemlerin basarisini smirlayan bazi faktorler vardir. Bunlardan bazilari; is giicti, disiik
etkinlik ve genotipe yiiksek oranda bagimliliktir. Ozellikle de anter kiiltiiriinde haploid elde
edilmesindeki yiiksek oranda kullanilan genotipin doku kiiltiiriine yanitina baghdir ve
basarty1 verici bitkinin olgunluk donemi de etkilemektedir (Kristiansen ve Andersen, 1993).
Ancak, anter kiiltiirii calismasmin diger in vitro haploid bitki elde etme tekniklerine gore
avantaji, bir anter igerisinde ¢ok sayida ¢i¢ek tozunun bulunmasi ve uygun bir in vitro kiiltiir
sistemi ortaya konulabildiginde bir anterden ¢ok daha fazla sayida haploid bitki elde

edilebilmesidir.

Khan ve Malik (1999), Pakistan’da (0-150-250-350 ve 400 Gy ) gama 1sm1 Pak-81,
LU-26 ve SS-5 ekmeklik bugday cesitlerinde uygulamislar doz miktar1 arttikga ¢imlenme
orani Ve bitki boyunun azalmasi ile birlikte, 450 Gy dozda kontrole gore ¢gimlenme oraninin

% 79, bitki boyunun ise % 19,9 azaldigin1 agiklamiglardir.

Irfac ve Nawab (2003), 3 farkli ekmeklik bugday saf hattinda (Prsobek-91, Khyber- 87
ve Tarneb-78) ®°Co kaynagindan dort farkh gama dozu (100-200-300 ve 400 Gy)
uygulamiglar ve gamma dozlarmin ¢imlenme yiizdesi, hayatta kalma orani, kardes sayisi,
basaklanma orani, basak uzunlugu, basakta tane sayisi ve tane verimi iizerine etkilerinini ele
aldiklar1 ¢alismada, genel olarak en fazla azalmay: bitkide kardes sayisinda belirlemislerdir.
Kardes sayisinda asil kayda deger etkinin 300-400 Gy dozda oldugu, 100 Gy dozda en yiiksek
ve 400 Gy dozda en diisiik tane verimi elde edildigini, basaklanma siiresine bakildiginda en

erken basaklanmanim 400 Gy dozda oldugu agiklamislardir.

Kusaksiz ve Dere (2010), 3 farkli makarnalik bugday ¢esidinin (Salihli-92, Ege-88,
Gediz-754) tohumlarmna uygulanan 3 farkli (0-100-300 Gy) dozun etkilerini arastirdiklari
caligmalar1 sonucunda % 25 seleksiyon yogunlugunda yaptiklar1 tek basak seleksiyonu
sonucu elde edilen mutant hatlari ile 2 farkli lokasyonda (Bornova ve Alasehir) 2003-2004 ve
2004-2005 yillarinda yiirittiikleri verim denemeleri sonucunda, mutant hatlarinda kontrole

oranla genetik ilermenin tane veriminde 6nemli derecede fazla oldugunu belirtmislerdir.

Bir anter kiiltiirii tekniginde diisiik dozda gamma i1sinlamasi, besi ortaminda aclik

yaratilmasi, osmotik ve soguk stres uygulanmasi anter kiiltiirline yanitin artirilmasina katki
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saglamak ve dolayisiyla basariy1 ulasabilmek igin gerekli parametrelerdir. Ding ve ark.
(1991) ve Belchev ve Kostov (2003) diisiik dozdaki gama isinlarinin (maksimum 7 Gy)
bugdayda anter kiiltlirline yanit1 arttirabilecegini belirtmislerdir. Bu pozitif etkinin patateste
(Al-Safadi ve ark., 2000) ve arpada (Arabi ve ark., 2005) da olabilecegi agiklanmustir.

Shariatpanahi ve ark. (2006), ekmeklik bugday genotiplerinde  yapilan stres

uygulamalar1 ile mikrospor embriyogenesisinin etkilenebilegini vurgulamislardir.

Din ve ark. (2004), yaptiklar1 ¢alismalarinda ekmeklik bugday danelerine uygulanan
gama 11 dozu arttikga ¢imlenme oranmnin azaldigini en diisiik ¢imlenme oraninin 14,60 ile
450 Gy dozda en yiiksek ¢imlenme oran1 % 74,26 ile kontrolde elde edildigini, 150 Gy doz ile
control arasinda onemli farklilik gézlenmemek ile birlikte, 250, 350 ve 450 Gy de onemli
farkliliklar bulundugunu belirlemislerdir. Bitki boyu incelendiginde bes bugday genotipinde
artan dozlarda bitki boyunun azaldigini bitki boyunda maksimum azalmanin 450 Gy dozun ve
kontrole gore %23,63 oraninda oldugunu, bitki basina kardes sayisinda azalmanin 450 Gy de

kontrole gore %52,63 oraninda gergeklestigini agiklamislardir.

Sarier (2010), anter kiiltiirii lizerine yaptigi ¢alismasinda 5 farkli besi ortam (MS-2)
(IBA+Kinetin), YPI (2,4-D+IBA), MS-1 (2,4-D+NAA), N-6 (2,4-D+NAA) ve P I
(IBA+Kinetin) kullanmis ve anter kiiltiiriinde yanitin besi ortami ve kullanilan genotipe gore

degistigini belirtmistir.

Rahimi ve Bahrani (2011), 2009-2010 yilinda; iki farkli bugday ¢esidi olan Alamut ve
Zagros tanelerine birisi kontrol olmak tizere 6 farkli gama 1sm1 (0, 25, 50, 75, 100 ve 125 Gy)
uyguladiklar1 ¢aligmalar1 sonucunda, bin dane agirligi, dane protein i¢erigi ve hasat indeksinin
gama 1smnlarindan Onemli oranda etkilendigini ortaya koymuslardir. Bin dane agirligi
bakimindan en yiiksek degerin Zagros g¢esidinin 250 Gy dozundan elde -edildigini
belirtmislerdir. Iki cesit karsilastirildiginda Zagros Alamut tan daha fazla dane verimi vermis,
25 ve 50 Gy doz en yiiksek dane protein i¢erigini vermistir. Doz 50 Gy lizerine ¢ikildiginda
dane verimi %28-67 araliginda azalmistir. En yiiksek yaprak alan indeksi ve bitki biiyiime

orant kombinasyonu Zagros ¢esidinden elde edilmistir.

Morad ve ark. (2011), 4 farkli ekmeklik bugday ¢esidinin (Gemmeiza 9, Gemmeiza 7,
Sakha 93 ve Giza 168) tohumlarma 50, 100 ve 150 Gy gamma 1s1n1 uygulayarak 2009- 2010
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ve 2010-2011 yetistirme sezonlarinda M; ve M, generasyonlar1 ile yiiriittiikleri
calismalarinda; bitki boyu, bitkide basak sayisi, basak uzunlugu, basakta basake¢ik sayisi,
basakta tane sayisi, 1000 dane agirligi ve bitkide dane agirlig1 6zelliklerini incelenmislerdir.
Elde edilen sonuglara gore; mutasyon dozlarindaki artisile incelenen 6zelliklerde arzu edilen
yonde onemli iyilesmelerin oldugu ve M, generasyonunda tahmin edilen dar anlamda kalitim

derecelerinde bir 6nceki generasyona gore artis meydana geldigi belirtilmistir.

Human ve ark.(2012), Endonezya’ daki Ulusal Niikleer Arastirma Birimi (BATAN)
mutasyon uygulamasi ile sorgum ¢esit gelistirme c¢alismalarinda Durra ¢esidininin
tohumlarina 300-500 Gy gamma 1gin1 dozlarini uygulamislar ve kuraga dayanim gosteren 10
mutant hat elde etmiglerdir. Bu gelistirilen mutant hatlardan B-78, B-72, B-95 ve B-100
hatlarmin tane verimleri sirasi ile 455, 450, 420 ve 462 kg/da ile anaglar Durra (350 kg/da) ,
UPCA (268 kg/da) ve Hagari (375 kg/da) ye gore yiiksek verime sahip olduklarmi

belirtmislerdir.

Lagheri ve ark.(2012), Pakistan’da tiir i¢i melezleme ile yetistirilen 12 ekmeklik
mutant bugday hatt1 iglerinde 4 standart yerel gesit (Sarsabz, Kiran 95, TJ-83 ve Khirman) ile
birlikte degerlendirilmisler. Mutant hatlardan MASR-3 ve MASR- 64 iin diger kontrol
cesitlerinden erkenci oldugu, MASR — 64 ve MASR-6 nin 542 ve 538 kg/da ile en yiiksek
verim verdigi, ayrica MASR-3, MASR-9, MASR-14 ve MASR-64 iin sirasiyla 1000 dane
agirhiginm 45,2, 47,7, 45.7 ve 45,0 oldugu goriilmiistiir. En yiiksek basakta tane sayisi
yiizdesi; MASR-64 (79,9), MASR-6 (71,8), MASR-8 (68,5) olmustur. Ana basakta tane
verimine bakildiginda ise mutant MASR-64 4,15g ile en yiiksek verimi vermistir.

Lantos ve ark. (2013a) yaptiklar1 caligmalarinda serada ve tarla kosullarinda
yetistirilen 2 Macar kighk ticari tritikale (GK Idus ve GK Szemes) ¢esidinin ELS(embriyo
benzeri yapi), yesil bitki ve albino bitki sayilarini incelemislerdir. Tarla sartlarinda yetistirilen
GK Idus ¢esidinden alinan anterlerden en fazla yesil bitki elde edilirken sera sartlarinda
yetistirilen ve anter alinan GK Szemes ten daha az yesil bitki ve daha fazla albino ve ELS elde
edilmistir. Sonu¢ olarak yapilan varyans analizinde ¢evre ve gevre genotip interaksiyonu

onemli bulunurken, yesil bitki tiretiminde genotipin bir etkisinin olmadig: belirtilmistir.
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Bugdayda genotiplerin anter kiiltiiriine yanitini arttirmak ve bugday islahinda etkinligi
arttrmak amactyla anter kiiltiirii lizerine farkli arastiricilar tarafindan yapilan g¢aligmalar

asagida ozet seklinde verilmistir.

Bugdayda anter, cicek tozu, embriyo ve protoplastlarin kullanilmasiyla basarili

sonuglar elde edilmistir (Pauk ve ark., 1995).

Saisingtong ve ark. (1996), anter kiiltiiriinde en yiiksek yaniti ETH-M 36 isimli
bugday genotipinden baslangi¢ besi ortamma 250 mg/L maltoz ilave ederek yapmis olduklar1
7 giinlik 6n uygulama galismalar1 sonucunda 9,9 dihaploid bitki /100 anter olacak sekilde

elde etmislerdir.

Petolino ve ark. (1997), musir bitkisinde anter kiiltiiriine yanit1 4 ticari hattin diallel
melezlerini kullanarak in vitro da inceledikleri ¢alismalar1 sonucunda; genotipler arasinda
onemli farkliliklar gbzlemlemislerdir. Yapilan ¢alismada, H-99 x FR-16 ve PA-91 x FR-16
melezlerinin ebeveynlere oranla anter kiiltiirline daha yiiksek yanit verdiklerini ortaya

koymuslardir.

Zhang ve ark. (2000), anter kiiltiiri ile 50 farkli melez kombinasyondan 200 iin
iizerinde saf hat elde etmislerdir. Calismalarinda haploid bitki elde edilmesinde kullandiklar1
besi ortamlarindan en fazla yanit1 ortamu bilesiminin; 2 mg/L 2,4-D, % 0.5 lik aktif karbon,
500 mg/L kazein hidrolisat, 0.2 mg/L TIBA ve % 15 sakaroz eklenmis N—6 besi ortami

oldugunu belirtmislerdir.

Korkut ve ark. (2001), Tekirdag’da bazi ekmeklik bugday genotiplerinin anter
kiiltiirline yanitlar1 iizerine yapmis olduklar1 ¢aligmada; kallus, albino ve yesil bitki yanitlarini
diisiik bulmuslardir. Calismada kullanilan 25 genotipten 23 i kallus gelistirmis. Bunlardan 3
tanesinde hi¢ bir organogenesis goriilmemis, 20 tanesinde ise organogenesis goriilmiistiir. 20

genotipin 15 inden ise yesil bitki elde etmislerdir.

Jager ve ark. (2005), disiik yanith kislik ‘Berengar’ ve yiiksek yanithi ‘Svilena’
bugday genotiplerini ve bunlarin 91 F; melezinde yaptiklar: anter kiiltiirii galismalarinda ELS,
bitkicikler, yesil bitkiler, albino bitki sayilar1 {izerine genotip, yil ve g¢evre faktorlerinin

etkilenmeleri arastirmislardir. Buna karsin melezleme islahindan yesil bitkilerin iiretimi
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etkilenmemesi ile her yiiz anterde 0,04 ile 28,67 ortalamada kalirken, melez ortalamalarinda
ise 5,3 yesil bitki elde edilmistir. Yesil bitklerde aklimitizasyon yani iklime alistirmada
bitkilerin yasama oranm1 %91,21 dir. Bu ¢alisma gostermistir ki anter kiiltlirti teknigi kishk
bugdayda islah programinda hem daha etkili hem de daha diisik maliyetli alternatif
teknolojidir.

Lantos ve ark. (2006), yiiriittiikleri ¢aligmalarinda bugday ¢esitleri; GK Mand, GK
Garaboly, GK Hargita, GK Csongrad, GK D¢libab, GK Elet, GK Kata, GK Ban, Mv Palotas't
materyal olarak kullanmislar ve her genotipten alinan anterlerden embriyoya benzer yapilarin

olustugu ve bunlardan da albino ve yesil bitki gelisiminin gézlendigini agiklamislardir.

Slusarkiewlcz-Jarzina ve Ponitka (2007), yulafta yaptiklar1 ¢aligmalarinda 8
genotipten embryoya benzer yapi elde etmislerdir. En yiiksek yanitin CHD1780/05 ve
CHD1989/05 genotiplerinden elde edildigini, yalnizca 2 genotipten elde edilen bitki

rejenerasyonu sonucunda toplam 35 bitki elde edildigini belirtmislerdir.

Redha ve Talat (2008), ekmeklik bugdaylarda anter kiiltiiriinde yanit tizerine ficoll,
colchsine ve maltozun etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda maltoz uygulamasinin sakkaroza

gore bitki rejenerasyonunu artirdigini belirlemislerdir.

Plamenov ve ark. (2009), iki makarnalik bugday ¢esidi Satiirn-1 ve Neptiin-2, Triticum
durum x Triticum monococcum melezini kullandiklar1 ¢alismalarinda, anter kiiltiirii ile kallus,
bitki rejenerasyonu, albino ve yesil bitki iiretimini incelemisler ve yabani bugday anaglarinin

sadece albino bitki verdiklerini bildirmislerdir.

Abdel-Hady ve Ali (2006), Sids-1, Sakha-93, Sahel-1 ve Giza-168 ekmeklik bugday
cesitlerine (150, 250, 350 ve 450 Gy) gamma 1511 uygulamasinin M, generasyonunda bitki
olgunlasmamis embriyo kiiltiirii kallus gelisim orani, bitki rejenerasyonu, agronomik
ozellikler tizerine etkilerinin arastirdiklar1 ¢alismalarinda, gamma 1s1n1 uygulanan 4 ¢esidin
farkli etkilendigini ve 150 Gy dozunun incelenen tiim 6zelikler {izerine uyarict bir etkiye
sahip oldugunu ag¢iklamislardir. Diger taraftan, incelenen tiim 6zellikler bakimindan kontrol
ile karsilastirildiginda yiiksek dozlarin 6nemli azalmalara neden oldugunu belirtmislerdir.

Sids-1 g¢esidinin kontrolle karsilastirildiginda 150 Gy gamma dozunda kallus olusumu
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yiizdesi, bitki rejenerasyon, tiim gelisme Ozellikleri, verim ve komponentlerinde artislar

oldugunu ortaya koymuslardir.

Ghaffari ve ark. (2009) iki yerel bugday populasyonun agronomik olarak {istiin tek
bitkilerine (100, 250, 200 ve 250 Gy) gama 1sin1 uygulamislar ve bunlarin Ms
generasyonundaki bitkilerini kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunu incelemisler,
genotipler arasinda gamma 1sminim kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerine onemli
etkilere sahip oldugunu belirlemislerdir. iki yerel populasyonda herhangi bir kallus olusumu
gozlenmedigini, buna karsilik M3 bitkilerinde en yiiksek kallus olusumunun %68,6 ile
L9.200.2°de ve en yiiksek bitki rejenerasyonu ise %93,1 ile L 8.150.1’de elde edildigini,
gamma dozlar1 arasinda 200 Gy de en yiiksek kallus olusumu (%12,5) ve 150 Gy de en
yiiksek bitki rejenerasyonu (%67,3) belirlendigini boylece daha yiiksek anter kiiltiiriine yanita
sahip bitkilerin liretiminde kontrolle karsilastirildiginda gamma 1smin pozitif etkiye sahip

olabilecegini agiklamiglardir.

Mihaly ve ark. (2014), mikrospor ve anter kiiltiiriinde yanit1 ¢ok diisiik inat¢1 bir bitki
olan yulafta (Avena sativa L.) gesitli faktorler kullanarak in vitro da yesil bitki
rejenerasyonunu arttirmak amaciyla panikulalara 6n soguk uygulamasi yapmak ya da anterleri
karbonhidrat soliisyonunda tutmak, besi ortamma c¢esitli biiylime diizenleyicilerinin (auxin,
sitokinin, ethylen) farkli dozlarini ekleyerek yiiriittiikleri basarili ¢alismalar1 sonucunda erken
generasyonda homozigot DH yulaf bitkileri elde ederek zaman, maliyet ve is giliciinden

tasarruf saglanabilecegini vurgulamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada materyal olarak Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimiince melezlemeler sonunda gelistirilmis 2 ileri ekmeklik bugday hatt1 kullanilmistir

calismada materyal olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada materyal olarak kullanilan genotipler

Genotipler Pedigri (Orijin)
FA Flamura 80/Atilla 12
BSB Bezostaja 1/Saraybosna

3.1.1. Genotiplerin ozellikleri

FA (Flamura 80/Atilla 12) :Bitki boyu 110-120 cm arasinda, saglam yapili ve gri
yesil renkli uzun yapraklar tiiysiizdiir. Basaklar1 ise kilgikli, beyaz kavuzlu, uzun, sik ve yari
diktir. Taneleri kirmiz1 yar1 sert ve orta iriliktedir. Kiglik Kkarakterli bir hat olup, soguga
dayaniklilig1 ve kurakliga toleransi yiiksektir. Orta erkenci olup, yatmaya dayaniklilig
zayiftir. Sar1 pasa dayanikli olup, kara ve kahverengi pasa orta derecede dayaniklidir. Siirme
ve rastik hastaligina orta derecede hassastir. Kok ve kok ¢iriikliigii hastaliklarindan 6nemli

Olciide etkilenir.

BSB (Bezostaja 1/Saraybosna) : Beyaz basakli, kilgiksiz bir ¢esit olup, basaklari
uzun ve dik bir yapiya sahiptir. Bitki boyu 110-125 cm arasindadir. Tanesi kirmizi renkli, sert
ve iri olup, ekmeklik kalitesi iyidir. Kislik bir gesit olup, soguklara dayanikliligi ¢ok iyidir.
Kardeslenme kapasitesi yiliksektir. Yatmaya dayanimi zayiftir. Sar1 pasa orta, kahverengi pas

ve virlis hastaliklarma hassastir. Kok ve kok bogazi hastaliklarina toleranshdir.
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3.2. Yontem

Aragtirmada materyal olarak kullanilan ekmeklik bugday genotiplerinin tohumlar1
isinlama Oncesi standart elekten gecirilmis ve tohumlarm nem igeriklerinin uygun olup
olmadig1 (%13-14) portatif tipi nem Slger ile kontrol edilmistir. Her gama 1smi1 dozu igin en az
2500 adet tohum sayilarak 12 x 8 cm ebatindaki seffaf plastik torbalara konularak isinlama
yapilmak tizere Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu, Saraykdy Niikleer Arastirma ve Egitim

Merkezi (SANAEM) e gonderilmistir.

Isinlama islemi, 2.190 kGy h™ giiciindeki Kobalt 60 (GOCO) kaynagindan elde edilen
gamma 1sm1 ile 7 farkli gamma dozu (100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 Gy) ile
gerceklestirilmistir. Isinlama sonrasi uygulama yapilmayan kontrol uygulamalari ile birlikte
toplam 16 Mjkombinasyonu tohumlarmm yarisi en kisa siirede Namik Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme alanma ekilmistir. Diger yarist ise anter
kiiltlirii materyali olarak Macaristan Gabonakutato Kft. Arastirma enstitiisii deneme alanmna

ekilmistir.

Verici bitkilere 1:1:1 (20-20-20) 12 gr/m* N-P-K giibrelemesi yapilmistir. Nisan
ortasinda 18 gr/m? amonyum nitrat, iki kez thribenuron methyl ve insektisit olarak alpha
cypermethryn uygulanmistir. Thribenuron methyl uygulanana kadar ot miicadelesi mekanik
olarak yapilmistir. Nedeni ise erken donemde bitkiyi total herbisit olan thrybeniron methyl ile

strese sokmamaktir(Pauk ve ark., 2003).

3.2.1 Anter kiiltiirii uygulanmasi

Anter kiiltiirli galismasinda kullanilan baslica sathalar;
- Verici bitkinin segilmesi,
- Cicek tozu gelisiminin izlenmesi ve anterlerin alinmasi,,
- On soguk uygulanmasi,
- Besi ortaminin hazirlanmasi,
- Sterilizasyon,
- Anterlerin besi ortamina aktarilmasi,

- Kalluslarin gelisimi ve rejenerasyon ortamina aktarilmasi,
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- Kalluslardan gelisen albino ve yesil bitkiciklerin sayilarin belirlenmesi ve yesil
bitkiciklerin test tiiplerine aktarilmasi,

- Test tiiplerinde gelisen bitkiciklerin toprak bulunan kiiglik tiiplere aktarimi ve
vernalizasyon yapilmasi,

- Morfolojik olarak belirlenen spontan doubled-haploid bitkilerin iklime alistirilmast,

- Bitkilerin saksilardan seraya aktarilmas,

- Bitkilerin hasadi.

Gilinlimiizde cesit 1slahinda kombinasyon 1slah1 ve mutasyon 1slaht yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu iki teknigin biyoteknolojik yontemlerle desteklenmesi iizerine ise yogun
calismalar yapilmaktadir.Bugdayda mutasyon islahi tizerine farkli caligmalar yapilmistir. Yine
anter kiiltiirli lizerine de az sayida olmakla birlikte ¢aligmalar bulunmaktadir. Calismamizda
gelistirilen bugday hatlarinin anter kiiltiiriine yanitini arttirmak i¢in farkli mutagen dozlarmin
etkisi arastirilmistir. Ulkemizde mutagen dozlarmin bugdayda anter kiiltiiriine yanit1 azaltip,

ya da arttiracagi konusunda c¢alisma bulunmamaktadir.

Anter kiiltiiri ile 6zellikle gamma 1silarinin kullanildigr mutasyon islah1 kombine
edildiginde, mutagen uygulamasiyla olusan ve normal sartlarda dominant allellerin epistatik
etkisi altinda kalan resesif alleler haploid devre siiresince katlanarak homozigot diploid
(doubled-haploid) ve aymi generasyonda fenotipik olarak ortaya ¢ikacaktir. Yani ilk
generasyonda homozigot mutant saf hatlar elde edilebilmektedir. Bunun sonucunda
seleksiyon etkinligi artmis olacaktir. Ancak halen bugdayda anter kiiltiiriinde istenen yanit
diizeyine ulasilamamistir. Ulkemizde mutant bugday genotiplerinde anter kiiltiirii galismasi

bulunmamaktadir.

3.2.1.1. Verici (donor) bitkinin sec¢ilmesi

Calismamizin ilk basamagini verici bitkilerin seleksiyonu olusturmaktadir. Verici
bitkinin yetisme kosullart ne kadar iyi olursa anter kiiltiirine yanitlar1 da o denli fazla
olmaktadir. Ayrica ana bagsaklardan almman orneklerden kardes basaklara gore daha iyi yanit
elde edilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada deneme alaninda yetistirilen saglikli ve giiclii gelisen

bitkilerde ana basaklar segilerek materyal olarak kullanilmistur.
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Resim 3.1. Uygun donemdeki basaklarin araziden alinmasi (orijinal)

3.2.1.2.Cicek tozu gelisim donemi

Anterlerdeki mikrosporlarin gelisim donemleri incelenmek i¢in basaklarin orta
kisminda bulunan anterler kullanilmistir. Bu anterler aseto karmin ile boyanmis ve mikroskop
altinda mikrospor gelisim donemleri belirlenmistir. Anterlerde erken-orta tek cekirdekli
donemde olan mikrosporlar soguk uygulamasi siiresince geliserek ve soguk uygulamasimin
sonunda orta tek cekirdekli doneme ulasmistir. In vitro da androgenesis i¢in optimum

cicektozu gelisim donemi orta tek ¢ekirdekli donemdir (Barnabas ve ark., 2001).

Bugdayda anter kiiltiirii {izerine yiiriitiilen ¢alismalar anter kiiltiiriine yanitta en 6nemli
faktorlerden birisinin anterler i¢indeki ¢icek tozlarmin gelisim dénemi oldugunu ortaya
koymustur. Yapilan ¢alismalara gore, erken-orta tek cekirdekli mikrosporlar en iyi yaniti
vermektedir. Nitsch ve ark. (1982) orta tek ¢ekirdekli donemin en uygun donem oldugunu
ortaya koymuslardir. Orta tek c¢ekirdekli donem ¢ekirdegin merkezde oldugu ve heniiz bir
vakuol olusumunun gézlenmedigi donem olarak belirlenmistir. Orta tek cekirdekli donemde
genellikle genotipler arasinda farklilik goriilmekle birlikte en iyi yanit alinan donem olarak

belirlenmistir.

Genovesi ve Collins (1982), yaptiklar1 ¢alismalarda orta tek g¢ekirdekli donemdeki
anterleri iki gruba ayirarak incelemislerdir. On dort giinliik soguk uygulamasindan sonra hafif
sar1 gorliniimlii anterler dokunuldugunda kolayca patlamiglardir. Bu smif anterler oldukca

diisiik anter kiiltiirti yanit1 vermislerdir. Buna karsin soguk uygulamasima, sari-portakal renkli,
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ince, uzun anterler en iyi yanit1 vermislerdir. Cay (2012), bugday melez kombinasyonlarmnda
yaptigi ¢alismada en uygun ¢igek tozu gelisim doneminin orta tek ¢ekirdekli donem oldugunu

belirlemistir.

Araziden almman Ornek materyallerdeki bagaklar labaratuar ortamina getirelerek
iclerinden anterler ¢ikarilmak sureti ile c¢ikarilan anterler ezilerek tizerlerine asetokarmin

damlatilarak mikroskop altinda mikrosporlarin gelisme donemleri incelenmistir.

Yapilan inceleme sonucunda bayrak yaprak kinindan ¢ikmamis ve 3-4 cm kin iginde
kalan bagaklardaki anterlerin mikrospor gelisiminin orta-erken univalent sathada oldugu

anlagilmis ve araziden alman materyallerde morfolojik olarak bu durum dikkate alinarak

yapilmustir.
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Resim 3.2. Mikrospor gelisim donemleri a) tetrad donemi b) erken tek ¢ekirdekli donem c)
erken-orta tek gekirdekli donem d) orta tek g¢ekirdekli donem e) orta-gec tek
cekirdekli donem f) gec tek cekirdekli donem g) ilk mikrospor bdliinmesinin
anafaz donemi h) iki ¢ekirdekli donem (Szarejko, 2003).

3.2.1.3. On soguk uygulamasi

Genel olarak erken ve orta erken univalent satha bayrak yaprak ile basagin sapa
baglandigi bogum arasi arasi ortalama 10 cm’dir. Alinan genotipler 6n soguk uygulamasindan
once bagaklar1 olas1 fungal enfeksiyonlardan korumak amaci ile bayrak ve diger yapraklar
kesilerek uzaklastirilmistir. Basaklar seffaf bir polietilen torbaya sarilarak, icinde bir miktar su

bulunan kavanozlarin igerisine konularak 4°C a ayarlanmig sogutucularin iclerine

konulmustur.

Resim 3.3.Sogutuculara konulan materyaller (orijinal)
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Resim 3.4. Sogutucudan (+ 4 °C ) ¢ikarilan materyal (orijinal)

3.2.1.4.Besi ortaminin hazirlanmasi

Anter kiiltiirii calismamizda sivi ortam deiyonize suda besleyicilerin ¢oziilmesiyle
hazirlanmistir. Ancak hiicrelerin hasar gérmemesi i¢in ortamin ozmotik potansiyelinin iyi
ayarlanmasi (izotonik) gerekir. Bu amagla ¢6zeltiye 80 g/ltmaltoz ilave edilmisir. Ayrica doku
kiiltiirti ¢alismalar1 nispeten hassas ¢alismalar oldugu ve hiicrelerde metabolik faaliyetlerin
saglikl yiirtitiilebilmesi gerektigi icin ortamim pH degeri de 6nem tasir; ne ¢ok asidik ne de
cok bazik olmalidir. Bu amagla uygun tamponlarla (% 1 lik HCl veya NaOH gibi) ortam

pH’min 5.5-5.8 arasinda olmasi saglanmistir (Pauk ve ark., 2003).

Anter kiiltlirlinde baslangi¢ ortami olarak WisFsivi besi ortami kullanilmistir (Cizelge3.2)
Besi ortaminda gerekli kimyasallar tartildiktan sonra, sterilizasyon amaci ile besi ortami 15
dakika 121 °C 105 kPa’ da otoklavlanmistir. Daha sonra besi ortamlar1 kullanilincaya kadar
laboratuvarda buzdolabinda tutulmustur. Daha 6nceden steril hale getirilmis ve steril kabin
altinda hazirlanmig olan petri kaplarma (90 mm c¢apinda) anter kiiltiirii inokulasyonu
esnasinda steril kabin altinda, her petri kabinda 12 ml olacak sekilde sivi besi ortamu steril

mikropipetler ile aktarilmistir.

21



Resim 3.5. Besi ortamimin hazirlanmasi (orijinal)

Cizelge 3.2. Bugday genotiplerinin anterlerinin aktarildig1 baslangic besi ortami (Ouyang ve

ark.,1989)
Besi ortamm W14F (mg/l) | Besi ortami W14F (mg/l)
KNO; 2000 Co Cl, x6 H,0 -
KCI - Na2Mo Oq4 x 2H,0 -
NH;H,PO, 380 K,SO,4 700
(NH4),SO4 - Ficoll 100.000
CaCl, x H,O - Thiamine HCI 2.0
KH,PO, - Pyridoxine HCI 0.5
Ca(NO3), x 4H,0 - Nicotinic acid -
CoCl, x 6H,0 0.025 Nicotinsav 0.5
MgSQO, x 7H,0 200 Gliserin -
NAEDTA x 2H,0 37.3 2,4-D 2
FeSO,4 x 7H,0 27.8 Glycine -
ZnSO,4 x 7TH,0 3 Maltoz 80.000
H3BO3 3 Kinetin 0.5
Kl 0.5 Folic acid
CuSO4 x 5H,0 0.025
CaCl, x 2H,0 140
pH 5.8
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Resim 3.6. Besi ortaminin steril pipetle petri kaplarina aktarilmasi (Orijinal)

3.2.1.5. Basaklarin sterilizasyonu

On soguk uygulamasindan sonra basaklar iizerindeki yaprak ve diger aksamlar
atilmistir. basaklardaki anterler besi ortamina yerlestirilmesinden 6nce yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulmustur. Bu amagla, sterilizasyonda 40g/1t sodyum hipoklorit; %50 deiyonize su ve %
50 hypo olarak hazirlanmistir. Yarim litre (500 ml)’lik her bir mavi kapakli siseye bir
genotipten maksimum 10 adet basak konulmus ve yariya kadar sterilan sivi konularak 20
dakika boyunca yatay olarak c¢alkalanmistir. Ardindan steril kabin i¢inde yine Onceden

hazirladigimiz steril su ile tig-dort defa yikanmistir (Lantos ve ark., 2013b).

Resim 3.7. Yaprak kinindan ayrilan basaklar (orjinal)
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Resim 3.8. Basaklarin steril su ile yikanmasi (orjinal)

3.2.1.6. Anterlerin izolasyonu ve besi ortamina aktarilmasi

Steril edilen tepe basak¢iklardan anterler steril kabin ortaminda steril pensler
kullanilarak alinmis ve her bir petri kabinda ortalama 2 basak ve 100 anter olacak sekilde
izole edilerek aktarilmistir. Calismada her genotipten her baslangi¢ ortami i¢in 5 petri kabimna
toplam 500 anter aktarmmi yapilmistir. Daha sonra petri kaplarininyan kisimlari streg film ile
sarilmistir. Petri kaplar1 tizerine, besi ortami, genotip, mutasyon uygulama dozu ve aktarilma

tarihi yazilmastir.

Resim 3.9. Anterlerin basaklardan ¢ikarilmasi (orijinal)
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Resim 3.10. Anterlerin kaplarina aktarilmasi (orijinal)

3.2.1.7. Anterlerin inkiibasyonu

Anterlerin aktarilmasi tamamlanan petri kaplar1 3 giin siire ile 32 OC karanlik ortamda
inkiibatorde bekletilmistir. Buradaki amag anter keselerinin igerisindeki mikrospor béliinmesini
artirmak, ayn1 zamanda da {i¢ giin icerisinde eger kontaminasyon var ise daha erken donemde
ortaya ¢ikmasini saglamaktir (Pauk ve ark., 1995).

3.2.1.8. Kalluslarin gelisimi ve rejenerasyon ortamina aktarilmasi

Anter kiiltiiriine alman genotiplerin kallus gelisimi ve rejenerasyonu amaci ile kullanilan

besi ortami bilesenleri Cizelge 3.3. te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Bugday genotiplerinin kalluslarinin aktarildigi rejenerasyon besi ortami (Pauk ve

ark. 2003)
Besi ortam 190-2 Cu Besi ortamm 190-2 Cu
KNO3 1,000 CaCl, x 2H,0 -
KCI 40 K,SO4 -
NH4H,PO, - myo-Inositol 100
(NH.4)2SO4 200 Thiamine HCI 1
NH;NO3 - Pyridoxine HCI 0.5
KH,PO, 300 Nicotinic acid 0.5
Ca(NOs3); x 4H,0 100 D-Biotin -
COC|2 X 6H,0 - 2,4-D -
MgSO, x 7H,0 200 Glycine 2
Na,MoO,4 x 2H,0 - Sucrose 30.000
NAEDTA 37.3 Maltoz -
NAEDTA x 2H,0 - Kinetin 0.5
FeSO4 x 7H,0 27.8 Folic acid -
MnSO,4 x 4H,0 8 NAA 0.5
ZnS0O4 X 7H,0 3 Gelrite 2,800
H3:BO3 3 Agar -
Kl 0.5 pH 5.8
CuS0O4 x 5H,0 0.5

Inkiibatorde bekletilme islemi devam ederken, her giin diizenli olarak kallus kontrolleri
yapilmis ve yaklasik 2 mm biiyiikliigline ulagsan kalluslar steril kabin altinda daha 6nceden

hazirlanmis kat1 190-2 Cu besi ortamina aktarilmustir.

Resim 3.11. inkiibatorlere konulan petri kaplar1 (32 °C ye ayarlanmis) (orijinal)

Ardindan petri kaplar1 kontrol edilerek 5-6 hafta 28°C siireyle bekletilmeye almmak

tizere inkiibatorlere konulmustur.
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3.2.1.9. Kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerin sayilarinin belirlenmesi ve test

tiiplerine aktarilmasi

Kalluslarin aktarildig1 petri kaplari 25 °C de 16 saat 151k (50 pmol s-1 m-2) ve 8 saat
karanlik iklim odalarinda bitkiler rejenere oluncaya kadar birakilmig ve bu petri kaplarindaki,

kalluslardan gelisim gosteren yesil bitkicikler, albino bitkicikler tespit edilmistir.

Resim 3.13. Anterlerden gelisen kalluslar (oirjinal)
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Resim 3.14. Anterlerden gelisen kalluslarin aktarilmasi (orijinal)

Resim 3.16. Anterlerden gelisen aktarimi tamamlanmig kalluslar (orijinal)
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Resim 3.17. Kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerin sayilarinin belirlenmesi ve test tiiplerine
aktarilmasi (orijinal)

Yapilan gozlemlerde yesil bitkicik ve albino sayimlar1 yapilmis elde edilen sonuglar
tabloda verilmistir.Rejenerasyon ortamindaki bitkiler 1-1.5 c¢cm olunca ayni besi ortamini

iceren test tiiplerine aktarilmistir.

Resim 3.18. Test tiiplinde gelisen albino bitkicik (orijinal)
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Resim 3.19. Petri kaplarindaki bitkicikler (orijinal)

Kalluslardan bir kismi yesil bitkicik, bir kismi albino bitkicik iiretirken, bazi kalluslar
yanit vermemistir. Gelisen yesil ve albino bitkiciklerin sayis1 kaydedilmistir. Yesil bitkicikler,
hazirlanan taze 190-2 Cu besi ortami bulunan petri kaplarina aktarihip, daha sonra iklim

odasina gonderilmistir.

Bu petri kaplarinda gelisen yesil bitkicikler, belirli bir gelisimi gosterince hazirlanmis
olan test tiiplerine (i¢cinde yine taze 190-2 Cu bulunan) aktarilip, tekrar iklim odasma
gonderilmistir. Rejenerasyon ortaminin icerigi bitki biiylime diizenleyicileri diginda aynidir ve
sakaroz oran1 % 1.5 azaltilmistir. Albino bitkicikler ise gerekli sayimlar1 yapildiktan sonra

atilmastir.

Resim 3.20. Kalluslardan rejenerasyon ortaminda gelisen yesil bitkicikler (orijinal)
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Resim 3.21. Kalluslar ve gelisen yesil bitkicikler (orijinal)

Iklim odasma aktarilan kalluslarin yesil bitkicik ve albino gozlemleri yapilmistir.
Buradan gelisen ve 1 cm ve daha uzun siirgline sahip olan yesil bitkicikler taze besi ortami

bulunan test tiiplerine aktarilmistir.

Resim 3.22. 190-2 Cu igeren test tiipleri (orijinal)
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Resim 3.23. Gelisen yesil bitkiciklerin test tiiplerine aktarilmasi (orijinal)

Resim 3.24. Gelisen yesil bitkiciklerin test tiiplerine aktarilmasi (orijinal)

Resim 3.25. Test tiiplerine aktarilan yesil bitkicikler (orijinal)
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Resim 3.26. Test tiiplerine aktarilan yesil bitkiciklerin iklim odasina taginmast (orijinal)

3.2.1.10. Test tiiplerinde gelisen bitkiciklerin toprak bulunan Kiigiik tiiplere

aktarim ve vernalizasyon yapilmasi
Gozlemler yapilarak yeterli kok biiylikliigline ulasan bitkicikler ortalama 3 hafta

sonunda seraya %30 torf ve %70 kum igeren saksilara aktarilarak 20 °C’de iizerlerine

alistrrmak amaci ile 3 ila 5 giin seffaf bir polietilen torba kapatilarak konulmustur.

Bitkilerin vernalizasyon ihtiyacini gidermek icin soguk odada (2-4 °C de, 16 saat 62,5

mikromol m? s™ 1s1k yogunlugunda) 5-6 hafta siiresince birakilmustr.
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Resim 3.27. Polietilen torbalar ile kapatilan doubled-haploid bitkiler (orijinal)

Bitkilerin saksilarinin iizerini polietilen torba ile kapatilmasinda diger bir ama¢ nemli
bir ortam saglamaktir. Ayrica burada bitkilerin ortammn nemli olmasi i¢in birakilan yere
puskiirtme seklinde su verilmistir, ortalama nem %70 civarinda olmustur. Bu bitkilerde
haploid ve spontan dihaploid olanlar belirlenmis ve spontan dihaploid olanlar vernalizasyon

icin 6n soguk uygulamasi yapilmis ardindan seraya gonderilmistir.
3.2.1.11. Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenmesi
Bitkilerde ploidi diizeyi farkli yontemler kullanilarak belirlenmektedir. Fenotipik

olarak: Haploid bitkilerin steril kisa ve dar yaprakli ¢ok sayida haploid kiigiik salkim ve kiigiik
basakgiklara sahip olduklar1 gézlenmistir (Resim 3.28).
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Resim 3.28. Fenotipik olarak haploid (6nde) ve doubled-haploid bitkiler (Cay, 2012)

Stoma hiicrelerine bakilarak: Degisik bitki tiirlerinde stomalarin biiyiikligii ile ploidi
diizeyi arasmnda Onemli iligkiler belirlenmistir. Haploid bitkilerin stomalarinin doubled-
haploid bitkilerinkine gére daha kiigiik oldugu, dolayisiyla birim alanda daha fazla stoma
bulundugu saptanmistir. Normal diploid bitkilerde stoma hiicreleri 6l¢iildiigiinde daha biiyiik
iken, haploid bitkilerde daha kiigiik oldugu gézlenmistir (Resim 3.29).

Resim 3.29. Stoma hiicrelerine bakarak ploidi diizeyinin belirlenmesi (Cay, 2012)

Kromozom sayimi yapilarak: Bitkilerin genellikle kok uglarindan yapilan kromozom
sayimlar1 gilivenilirligi en fazla olan yontemdir. Saglikli bir gelisme gosteren taze kok

uclarindan alinan 6rnekler, kromozom sayimlari i¢in en uygun materyaldir.
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Flow stometri kullanilarak: Diger yontemlerin etkili olarak ¢aliymadigr durumlarda
flow sitometri, hiicrelerin tek tek floresan dedektorden gegerken emdikleri 1smin analizine

dayanan bir yontemdir (Cay, 2012).

3.2.1.12. Bitkilerin seraya aktarilmasi ve hasad edilmesi

Toprakli ortama aktarilan bitkiler gerekli kiiltiirel bakim isleri yapilarak hasada kadar
serada gelismis, her bitki ayr1 ayr1 hasat ve harman yapilmistir. Bu bitkilerden hasat edilen

tohumlar ayr1 ayr1 paketlenerek gelecek yil i¢in ekime hazirlanmaistir.

Resim 3.30. Seraya aktarilan doubled-haploid bitkiler (orijinal)

Resim 3.31. Hasat zamaninda doubled-haploid (a) ve haploid bitkilere ait basaklar (b) (Cay,
2012)
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Resim 3.33. Bitkilerin hasad edilmesi (orijinal)
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Resim 3.35. Elde edilen dobled-haploid tohumlarin ertesi yil ekim igin hazirlanmasi (orijinal)

=
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3.3. incelenen Ozelikler

Yedi farkli mutasyon dozu ve bir kontol olmak {izere toplam sekiz mutasyon dozunun
uygulandigi iki farkl ileri hattin mutasyon dozlarinin anter kiiltiirii yanit1 lizerine etkilerinin

ortaya konmasi amaciyla yliriitiilen bu ¢alismada asagida verilen 6zellikler incelenmistir.

1.Kallus sayisi1 (adet)

2. Albino bitkicik sayis1 (adet)

3. Yesil bitkicik sayis1 (adet)

4 Seraya Akratilan Bitki Sayis1 (adet)
5. Haploid bitki sayis1 (adet)

6. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 (adet)

3.4. Deneme Deseni ve Verilerin Degerlendirilmesi

Yedi farkli mutasyon dozu ve bir kontol olmak {izere toplam sekiz mutasyon dozunun
uygulandigi iki farkl ileri hattin mutasyon dozlarimm anter kiiltiirli yanit1 iizerine etkilerinin
ortaya konmasi amaciyla ylriitiilen bu c¢alisma, tesadiif parsellerinde boliinmiis parseller
deneme desenine gore deneme planlanmistir (Diizgiines ve ark.,1987). Ana-parselleri ileri

ekmeklik bugday genotipleri alt-parselleri ise mutasyon dozlar1 olusturmustur.

Arastirmada incelenen Ozelliklere iliskin elde edilen veriler tesadif parsellerinde
bolinmiis parseller deneme desenine gore MSTAT paket programi kullanilarak analiz
edilmistir. Incelenen o6zelliklerde genotip ve mutasyon dozlar1 arasindaki ve genotip x
mutasyon dozu interaksiyonu ortalamalar arasindaki farkliliklar DUNCAN Onemlilik testi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu arastirma, yedi farkli mutasyon dozu ve bir kontol olmak iizere toplam sekiz
mutasyon dozunun uygulandigi iki farkli ileri hattinmutasyon dozlarmin anter kiiltiirii yanit1

iizerine etkilerinin ortaya konmasi amactyla yiirtitiilmistiir.

Bu amagla biri kilgikl digeri kilgiksiz olmak iizere 2 farkl ileri ekmeklik bugday
hattinin farkli doz uygulamalarindan elde edilmis mutantlarin M; generasyonundaki bitkiler
kullanilmistir.  Bu bitkilerin mutasyon dozlarinin anter kiiltiiriine yanitlarinin genotipler
ilemutasyon dozlarindaki farkliklar incelenmistir. Anterlerden gelisen, kallus, albino bitkicik,
yesil bitkicik sayisi, seraya aktarilan bitki sayisi, haploid bitki sayis1 ve doubled-haploid bitki
sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Kallus oranlarina gore aktarilan yesil bitki,albino bitki, seraya aktarilan bitki,

haploid bitki ve spontan doubled- haploid bitki sayisi

. . Haploid Spontan
Yesil Albino Seraya oy
BSB-0 |\ s | Bitkicik | bitkicik | aktardan bitki | Mtkisaysi | - doubled-
(tekerrur) sayisi sayisi sayisi bll;]l?lpl(:ll)tlel
1 39 4 16 2 2
2 31 3 6 0 3
3 26 3 10 0 3
4 22 4 6 2 2 1
5 28 4 17 2 1
Toplam 146 18 55 6 11
(%) oranlar 29.20 12.32 37.67 4.10 7.53
BSB-100
(tekerriir)
1 21 5 5 3 2
2 12 5 2 4 1
3 11 8 2 7 1
4 11 4 6 5 0 2
5 11 6 3 3 3
Toplam 66 28 18 17 7
(%) oranlar 13.20 42.42 27.27 25.75 10.60
BSB-150
(tekerriir)
1 95 30 28 19 11
2 90 12 20 10 2
3 75 18 16 8 10 36
4 70 49 12 13 36
5 61 32 10 16 16
Toplam 391 141 86 66 75
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(%) oranlar 78.20 36.06 21.99 16.87 19.18
BSB-200 0
(tekerriir)
1 72 32 5 6 26
2 58 13 17 3 10
3 46 21 11 19 2
4 33 20 8 2 18 14
5 28 6 7 5 1
Toplam 237 92 48 35 47
Yiizde oranlar | 47.40 38.81 20.25 14.76 19.83
BSB-250
(tekerriir)
1 39 2 5 0 2
2 35 7 11 5 3
3 24 2 17 0 2
4 32 7 18 4 3 2
5 33 8 9 6 2
Toplam 163 26 60 15 12
(%) oranlar 32.60 15.95 36.80 9.20 7.36
BSB-300
(tekerriir)
1 91 8 14 14 6
2 47 18 6 14 4
3 19 5 8 5 0
4 19 4 12 1 3 25
5 13 3 2 2 1
Toplam 189 38 42 36 14
(%) oranlar 37.80 20.10 22.22 19.04 7.40
BSB-350
(tekerriir)
1 90 8 14 6 2
2 47 18 6 14 4
3 22 5 7 6 1
4 22 4 10 4 0 8
5 19 5 10 5 0
Toplam 200 40 47 35 7
(%) oranlar 40.00 20.00 23.50 17.50 3.50
BSB-400
(tekerriir)
1 22 2 12 0 2
2 24 3 5 0 3
3 19 3 4 1 2
4 18 3 11 0 3 2
5 16 5 5 0 1
Toplam 99 16 37 1 11
(%) oranlar 19.80 16.16 37.37 1.01 11.11
FA-0
(tekerriir)
1 46 34 9 10 24
2 20 7 10 6 1 8
3 13 7 2 5 2
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4 12 5 4 3 2
5 14 7 2 5 2
Toplam 105 60 27 29 31
(%) oranlar 21.00 57.14 25.71 27.61 29.52
FA-100
(tekerriir)
1 67 31 19 7 24
2 43 21 11 3 18
3 44 23 12 11 12
4 54 33 15 8 26
5 54 31 9 4 27
Toplam 262 139 66 33 107
(%) oranlar 52.40 53.05 25.19 12.59 40.83
FA-150
(tekerriir)
1 18 12 2 9 3
2 9 5 3 5 0
3 9 5 2 3 2
4 8 3 2 0 3
5 8 2 2 0 2
Toplam 52 27 11 17 10
(%) oranlar 10.40 51.92 21.15 32.69 19.23
FA-200
(tekerriir)
1 37 23 12 4 2
2 8 3 2 2 1
3 7 2 2 0 2
4 7 3 2 2 1
5 8 2 2 0 2
Toplam 67 33 20 8 8
(%) oranlar 13.40 49.25 29.85 11.94 11.94
FA-250
(tekerriir)
1 13 2 2 0 2
2 8 2 2 0 2
3 7 2 2 0 2
4 8 2 2 0 2
5 8 2 2 0 1
Toplam 44 10 10 0 9
(%) oranlar 8.80 22.72 22.72 0 20.45
FA-300
(tekerriir)
1 53 29 13 6 22
2 38 23 8 4 19
3 37 18 5 2 2
4 32 27 10 7 13
5 27 15 7 7 8
Toplam 187 112 43 26 64
(%) oranlar 37.40 59.89 22.99 13.90 34.22
FA-350
(tekerriir)
1 49 15 30 6 24

42




2 48 30 12 6 46
3 10 3 2 0 3
4 10 4 1 3 1
5 8 3 2 1 2
Toplam 125 55 47 16 76
(%) oranlar 25.00 44.00 37.60 12.80 60.8
FA-400
(tekerriir)
1 48 30 15 6 24
2 48 30 12 6 24
3 48 31 11 7 24
4 41 27 6 10 17 5
5 38 20 11 5 15
Toplam 223 138 55 34 104
(%) oranlar 44.60 61.88 24.66 15.24 46.63

4.1. Ekmeklik Bugday Ileri Hatlarinda Anter Kiiltiiriine Yamt

4.1.1. Kallus sayis1

Bilindigi iizere bitki doku kiiltiiriinde kallus yani diizensiz boliinen hiicre toplulugu
elde etmek baslica amaglardandir. Kallus gen transferi dahil bir cok amagta kullanilmakta, bu
uygulamalardan sonra elde edilen kalluslar 6rnek olarak hiicre siispansiyon kiiltiirii ile
cogaltilabilir ve ya direk bitki rejenarasyonuna birakilabilirler. Fakat kalluslardan sadece yesil
bitki elde edilememesinin yaninda rejenerasyon olmamasi, albino bitki elde edilmesi gibi

olumsuz sonuclarda olabilmektedir.

Gerek anter gerek ise diger bitki doku kiiltiiri uygulamalarinda oncelikle olabildigince
yiiksek kallus sayisinin elde edilmesi amaglanmaktadir. Ciinkii kallus sayisinin yiiksek olmasi
elde edilecek yesil bitkicik ve haploid/doubled-haploid bitki sayisinin o dl¢iide fazla olmasina
olanak saglayacak olmasi nedeniyle ¢aligamanin basarisini ve etkinligini artiracak bir 6zellik

olarak kabul edilmektedir.

Caligmada kullamlan iki farkli ekmeklik ileri hattina uygulanan kontrol dahil sekiz
farkli mutasyon dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alinan anterlerden
elde edilmis olup genotip, mutasyon dozu ve bunlarin interaksiyonuna ait kallus sayilari

varyans analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.1.1.1. de verilmistir.
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Cizelge 4.1.1.1. Kallus sayis1 6zelligi icin varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynagi SD "1|"<o Egg E:l OE:lrzfrlﬁarm Fresap
Genotip 1 2749,512 2749,512 | 2,448
Hata-1 8 8986,750 1123,344

Mutasyon Dozu 7 3702,887 528,984 | 4,210**
Genotip x Mutasyon Doz, 17658,188 | 2522,598 | 20,077**
Interaksiyonu

Hata 2 56 125,644 125,644

Genel 79 40133,388 508,018

** ortalamalar arasindaki farklilik 0,01 diizeyinde istatistik olarak énemlidir

Yapilan varyans analizi sonucunda, incelenen genotiplerin kallus sayilar1 arasindaki
farkliliklar istatistik olarak 6nemsiz bulunurken,genotip X doz interaksiyonuve mutasyon
dozlar1 arasindaki farkliliklar istatistiki olarak 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. istatistik
olarak onemli bulunan ortalamalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in 6nemlilik testi

yapilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.1.1.2 ve 4.1.1.3. te verilmistir.
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Sekil 4.1.1. Kallus sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalari
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Varyans analizi sonuglar1 incelendiginde ekmeklik bugday genotiplerinin ortalama
kallus sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiki anlamda 6dnemli bulunmamistir. Genotiplerin
ortalama kallus sayilarmin gosterildigi histogramdan (Sekil 4.1.1.) goriildigi lizere BSB
genotipi ortalama kallus sayisinin FA genotipi ortalama kallus sayisindan daha fazla oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 4.1.1.2. Kallus sayis1 6zelligine iligkin mutasyon doz ortalamalar1 ve 6nemlilikleri

Mutasyon Dozu Ortalama
150 44,30 a
300 37,60 ab
100 32,80 hc
350 32,50 hc
400 32,20 bc
200 30,40 bcd
0 25,10 cd
250 20,70 d

Cizelgenin incelenmesinden toplamda alt1 istatistiki onemlilik grubunun elde edildigi
goriilmektedir. Tki farkli ekmeklik bugday ileri hattina uygulanan farkli mutasyon dozlarindan

ile elde edilen kallus ortalama kallus sayilar1 44,30-20,70 arasinda degismistir.

Dozlara gore yapilan 6nemlilik testi sonucunda alt1 farkli istatiki nemlilik grubu elde
edilmistir. Cizelge 4.1.1.2. den mutasyon dozlar1 arasindal50Gy doz, 44,30 ortalama kallus
sayisi ile ilk sirada yer almistir. Bu dozun ardindan 300 Gy doz 37,60 ortalama kallus sayisi
ile ikinci sirada yer almaktadir. Ayni istatiktiki grupta yer alan 100 Gy ve 350 Gy dozlar
strastyla 32,80 ve 32,50 ortalama kallus sayisi ile siralanmiglardir. En diisiik kallus sayisi ise

250 Gy dozundan elde edilmistir (Sekil 4.1.2.).
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Sekil 4.1.2. Kallus sayis1 6zelligi i¢in mutasyon doz ortalamalari

Sekil 4.1.2. incelendiginde, kallus sayis1 0 Gy dozda baslayarak 150 Gy doza kadar
artig gostermis ve en yiiksek degere ulagsmis, daha sonraki mutasyon dozlarinda sistematik bir

artisin olmadig1 ve diizensiz bir kallus sayismin olugsma egilimi bulundugu goériilmektedir.

Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattma uygulanan farkli mutasyon dozlari ile elde
edilen mutant poplasyonlarindan alman anterlerden gelisen kallus sayilasmna iligkin
gerceklestirilen varyans analizi sonucunda genotip x mutasyon doz interaksiyonu istatistiki
olarak Onemli bulunmasi nedeniyle yapilan 6nemlilik testi sonuglari Cizelge 4.1.1.3. te

verilmistir.
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Cizelge 4.1.1.3. Kallus sayis1 6zelligine iligkin genotip x doz interaksiyonu ve nemlilikleri

Genotip x Mutasyon Dozu Ortalama
BSB - 150 39,10 a
FA - 100 26,20 ab
BSB - 200 23,70 b
FA - 400 22,30 bed
BSB - 350 20,00 bed
BSB - 300 18,90 bcd
FA - 300 18,70 bed
BSB - 250 16,30 bcd
BSB -0 14,60 bcd
FA - 150 12,50 bcd
FA-0 10,50 bcd
BSB - 400 9,90 bcd
FA - 200 6,70 cd
BSB - 100 6,60 cd
FA -250 5,20 d
FA - 350 4,40 d

Cizelgenin incelenmesinden toplamda alt1 istatistiki 6nemlilik grubunun elde edildigi
goriilmektedir. Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattma uygulanan farkli mutasyon dozlari ile
elde edilen mutant poplasyonlarindan alinan anterlerden gelisen kallus ortalama kallus sayilar1

39,10-4,40 arasinda degismistir.

En yiiksek kallus sayisi BSB genotipinin 150 Gy dozundan (39,10 adet) elde
edilmistir. FA genotipi 100 Gy dozu (26,20 adet) ikinci ve BSB genotipinin 200Gy dozu
(23.70 adet) tiglinci sirada yer almiglardir. Ayni istatistiki grupta yer alan FA genotipinin 350
ve 250 Gy dozlar1 (4,40adet, 5,20 adet) en diisiik kallus sayilarini vermigler ve yine ayni
istatistik grupta yer almis olan BSB genotipinin 100 Gy dozu ve FA genotipinin 200 Gy dozu
en diisiik kallus sayist veren diger genotipler olmustur (Cizelge 4.1.3.; Sekil 4.1.3).
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Sekil 4.1.3. Kallus sayis1 6zelligi i¢in genotip X doz interaksiyonu ortalamalari

Sekilden goriildiigii tizere en diisiik genotip doz interaksiyonu FA- 350 genotipi olup
bunu FA- 250 genotipi izlemekte, pik noktada ise BSB - 150 genotipi oldugu goriilmektedir.

Kallus sayisi ozelligine iliskin genel bir degerlendirme yapildiginda; genotipler
arasinda istatistiki olarak ©nemli farklar belirlenenemesine ragmen, genotip x doz
interaksiyonu ve mutasyon dozlar1 arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur. Kontrol dahil
uygulanan sekiz farkli mutasyon dozu ortalama kallus sayilar1 40,30 ile 20,70 adet arasinda
degismis, en yiiksek kallus sayisi ortalamasi 150 Gy mutasyon dozunda belirlenmistir. Abdel-
Hady ve Ali (2006), 4 ekmeklik bugday genotipine 150, 250, 350 ve 450 Gy doz uygulanmis
M generasyonu tohumlarinda en yliksek kallus sayilarmim 150 Gy mutasyon dozundan elde
edildigini agikladig1 calismalarindaki sonuglar1 ile elde ettigimiz sonuglar benzerlik

gostermektedir.

4.1.2. Albino bitkicik sayis1

Tiim bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda dncelikli amag kallus sayismin olabildigince

yiiksek elde edilmesidir. Ancak, tahillarda albinizm, anter kiiltiirii yoluyla haploid ve doubled-
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haploid bitkilerin elde edilmesinde en biiyiik sorunlardan biridir. Dolayisiyla, albino bitkicik
sayisinin olabildigince diisiik olmasi elde edilecek yesil bitkicik ve haploid/doubled-haploid
bitki sayisimmin o Olgiide fazla olmasma olanak saglayacak olmasi nedeniyle c¢aligmanin

basarisini ve etkinligini artiracak bir 6zellik olarak kabul edilmektedir.

Calismada kullanilan iki farkli ekmeklik ileri hattina uygulanan kontrol dahil sekiz
farkli mutasyon dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alinan anterlerden
elde edilen albino bitkicik sayilar1 {izerinde varyans analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge

4.1.2.1. de verilmistir.

Cizelge 4.1.2.1. Albino bitkicik sayis1 6zelligi i¢in varyans analiz sonuglari

Kareler

Kareler

Varyasyon Kaynagi SD Toplanu | Ortalamasi Friesa
Genotip 1 165,312 165,312 2,133
Hata-1 8 222,012 77,506

Mutasyon Dozu 7 620,050 13,898 0,729
Genotip x Mutasyon) 5 97,287 | 120541 |  6,795%*
Doz Interaksiyonu

Hata 2 56 1067,550 19,063

Genel 79 2856,988 36,164

** ortalamalar arasindaki farklilik 0,01 diizeyinde istatistik olarak énemlidir

Iki farkli1 ekmeklik ileri hattma uygulanan kontrol dahil sekiz farkli mutasyon
dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alman anterlerden elde edilen albino
bitkicik sayilar1 i¢in yapilan varyans analizi sonucuna gore genotip ve mutasyon dozlari
arasmdaki farkliliklar istatistiki olarak 6nemsiz iken genotip x mutasyon dozu interaksiyonu
istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmus. Bu da genotiplere uygulanan mutasyon
dozlarinin albino bitkicik olusturma oranlarinda farkliligin istatistik olarak 6nemli olmadigini

gostermektedir.
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Sekil 4.1.4. Albino bitkicik sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalari

Varyans analizi sonuglarma gore genotiplerin ortalama albino bitkicik sayilari
arasindaki farkliliklar istatistiki olarak 6nemsiz bulunmasma karsin, BSB genotipinin albino
bitkicik olusturma yeteneginin FA genotipine oranla daha yiiksek oldugu Sekil 4.1.4. den

goriilmektedir.
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Sekil 4.1.5. Albino bitkicik sayis1 6zelligi igin mutasyon dozu ortalamalari
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Varyans analizi sonuglarma gore genotiplerle birlikte mutasyon dozlarinin da ortalama
albino bitkicik sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiki olarak onemsiz bulunmasina karsin,
kontrol dozu (0 Gy) ve en yiiksek kallus sayisinin elde edildigi 150 Gy mutasyon dozunda en
yiiksek albino bitkicik sayisi elde edilmis, bunlar1 300 Gy, 350 Gy ve 100 Gy mutasyon
dozlar1 izlemistir. En diisiik malbino bitkicik sayilar1 ise 250 Gy mutasyon dozundan elde
edilmistir (Sekil 4.1.4.).

Istatistik olarak 6nemli bulunan ortalamalar arasmdaki farkliliklar1 ortaya koymak igin

onemlilik testi yapilmis ve sonuglari Cizelge 4.1.2.2. de verilmistir.

Cizelge 4.1.2.2. Albino bitkicik sayis1 6zelligine iliskin genotip x doz interaksiyonu ve
onemlilikleri

Genotip x Mutasyon dozu Ortalama
FA —400 11,00 a
FA - 350 9,40 ab
BSB — 150 8,60 abc
FA —300 8,60 abc
FA — 100 6,60 abcd
BSB - 250 6,00 abcd
BSB -0 5,50 abcd
BSB - 200 4,80 abcd
BSB — 350 4,70 abcd
BSB — 300 4,20 abcd
BSB — 400 3,70 bcd
FA-0 2,70 cd
FA —200 2,00 d
BSB - 100 1,80 d
FA -150 1,10 d
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FA - 250 0,00 d

Cizelgenin incelenmesinden toplamda yedi istatistiki onemlilik grubunun elde edildigi
goriilmektedir. Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattina uygulanan farkli mutasyon dozlari ile
elde edilen mutant poplasyonlarindan alinan anterlerden gelisen kalluslardan elde edilen

ortalama albino bitkicik sayilar1 11,00-0,00 arasinda degismistir.

En yiiksek albino bitkicik sayis1 FA genotipinin 400 Gy dozundan (11,00 adet) elde
edilmistir. FA genotipi 350 Gy doz (9,40 adet) ikinci ve ayni istatistiki grupta yer alan BSB
genotipinin 150Gy dozu (8,60adet) ve FA genotipinin 300 Gy dozu (8,60 adet) tigiincii sirada
yer almiglardir. Ayni istatistiki grupta yer alan FA-100, BSB-250, BSB-0, BSB-200, BSB-350
ve BSB-300 diger yiiksek albino bitkicik sayilarinin elde edildigi genotipler olmustur. En
diisiik albino bitkicik sayilarinin elde edildigi genotip x mutasyon dozu kombinasyonlar1 ise
ayni istatistik grupta yer almisg olan FA-250, FA-150, BSB-100 ve FA-200 olmustur. FA
genotipinin kontrol dozu (0 Gy) ve BSB genotipinin 400 Gy dozu ise diger en diisiik albino
bitkicik sayisini veren kombinasyonlar olmustur (Cizelge 4.1.2.2.; Sekil 4.1.6).
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Sekil 4.1.6. Albino bitkicik sayis1 6zelligi i¢in genotip X doz interaksiyonu ortalamalar:
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Goriildigi iizere on alt1 farkli kombinasyonda en fazla albino bitkicigi ve en az
bitkicigi FA genotipinin 400 Gy ve 250 Gy dozundan elde edilmistir. FA ve BSB
genotiplarinde genelde mutasyon dozlarindaki artiglarin diizenli olmasa da albino bitkicik

sayisinda artiglara neden oldugu sdylenebilir.

Kalluslardan gelisen albino bitkicik sayis1 6zelligine iliskin genel bir degerlendirme
yapildiginda; genotip ve mutasyon dozlar1 arasinda farkliliklar istatistiki olarak 6nemsiz iken,
genotip x doz interaksiyonu o6nemli bulunmustur. Anter kiiltiirii ¢alismalarinda yaniti
belirleyen en onemli faktorlerden biri genotip olmasina (Barnabas ve ark., 2001) ragmen
calismamizda genotip etkisinin Oonemsiz olmasinin nedeni az sayida bugday genotipinin
kullanilmis olmas1 olabilir. Iki farkli ekmeklik bugday genotipine uygulanan kontrol dahil
sekiz farkli mutasyon dozu ortalama albino bitkicik sayilar1 0,00 (FA-250) ile 11,00 (FA-
400) adet arasinda degismistir. Elde ettigimiz bu sonuglar kalluslardan gelisen albino bitkicik
sayisinin 0-24 adet arasinda bulan El-Hennawy ve ark. (2011) in sonuglar1 ile benzerlik

gostermektedir.

4.1.3. Yesil bitkicik sayisi

Kallus sayisinin olabildigince yiiksek elde edilmesi tiim bitki doku Kkiiltiirlerinde
oncelikli hedeftir. Buna karsilik albino bitkicik sayisinin da olabildigince diisiik olmas1 ve
buna karsilik elde edilecek yesil bitkicik sayisinin o 6lgiide yliksek olmasi seraya aktarilacak
bitki sayisinin ve dolayisiyla haploid/doubled-haploid bitki sayisinin o 6lglide fazla olmasina

olanak saglamasi acisindan oldukca 6nemli 6zelliklerden biri olarak kabul edilmektedir.

Calismada kullanilan iki farkli ekmeklik ileri hattina uygulanan kontrol dahil sekiz
farkli mutasyon dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alinan anterlerden
elde edilen yesil bitkicik sayilar1 ilizerinde varyans analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge

4.1.3.1. de verilmistir.
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Cizelge 4.1.3.1.Yesil bitkicik sayis1 6zelligi igin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD IP"(o E;rlzl :;]rl OE:lr:rlea:m Fresap
Genotip 1 255612 | 255612 | 2,237
Hata-1 8 913,950 | 114,244

Mutasyon Dozu 7 | 1276,788 | 182,398 | 3,613*
Genotip x Mutasyon| ;| 4147 487 | 592408 | 11,737
Doz Interaksiyonu

Hata 2 56 | 2826,850 | 50,479

Genel 79 | 9420,688 | 119,249

** ortalamalar arasindaki farklilik 0,01 diizeyinde istatistik olarak énemlidir

Iki farkli ekmeklik ileri hattma uygulanan kontrol dahil sekiz farkli mutasyon
dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alinan anterlerden gelisen
kalluslardan elde edilen yesil bitkicik sayilar1 i¢in yapilan varyans analizi sonucuna gore
mutasyon dozlar1 arasindaki farkliliklar ile genotip x mutasyon dozu interaksiyonu istatistik
olarak 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genotiplerin yesil bitkicik sayilar1 arasindaki
farkliliklar ise istatistiki olarak onemsiz olmustur. Bu da genotiplere uygulanan mutasyon

dozlarmm yesil bitkicik olusturma oranlarinda farklihigin istatistik olarak 6nemli oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.1.7. Yesil bitkicik sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalari

54




Varyans analizinde istatistiki olarak dnemsiz bulunmasina karsilik, FA genotipinin
BSB genotipine oranla daha fazla yesil bitkicik olusturma egiliminde oldugu sdylenebilir

(Sekil 4.1.4).

Istatistik olarak onemli bulunan yesil bitki eldesindeki ortalamalar arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymak igin Onemlilik testi yapilmis ve sonuglart Cizelge 4.1.3.2.ve

Cizelge 4.1.3.3. te verilmistir.

Cizelge 4.1.3.2.Yesil bitkicik sayis1 6zelligine iliskin mutasyon doz ortalamalar1 ve
onemlilikleri

Mutasyon Dozu Ortalama
150 17,00 a
100 16,70 a
300 16,00 ab
400 15,80 ab
200 12,80 abc
350 9,50 bcd
0 7,60 cd
250 4,40 d

Cizelgenin incelenmesinden toplamda alt1 istatistiki dnemlilik grubunun elde edildigi
goriilmektedir. Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattna uygulanan farkli mutasyon dozlarindan

ile elde edilen ortalama yesil bitkicik sayilari sayilar1 17,00-4,40 arasinda degismistir.

Cizelge 4.1.1.2. den mutasyon dozlar1 arasinda ayni istatistik grupta yer alan 150 ve
100 Gy dozlar1 sirasiyla 17,00 ve 16,70 ortalama yesil bitkicik sayisi ile ilk sirada yer
almiglardir. Bu dozun ardindan 300 Gy (16,00 adet), 400 Gy (15,80 adet) ve 200 Gy (12,80
adet) dozlar en yiiksek yesil bitkicik sayismin elde edildigi mutasyon dozlari olmustur. En
diistik yesil bitkicik sayilar1 ise sirasiyla 250 Gy ve kontrol (0 Gy) dozlarindan elde edilmistir
(Sekil 4.1.6.).
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Sekil 4.1.8. Yesil bitkicik 6zelligi i¢in mutasyon doz ortalamalar1

[e)]
|

Sekil incelendiginde, kontrol dozdan itibaren 150 Gy mutasyon dozuna kadar yesil
bitkicik sayisinin maksimuma ulastigi goriilmektedir. 150 Gydan sonra 250 Gy dozda en
diisiik yesil bitkicik sayisinin elde edildigi ve birlikte 300 Gy doz da yine bir artig

goriilmektedir.
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Cizelge 4.1.3.3.Yesil bitkicik sayis1 6zelligine iligkin genotip x mutasyon doz ortalamalar1 ve

onemlilikleri

Genotip x Mutasyon Dozu Ortalama
BSB - 150 14,10 a
FA - 100 13,90 a
FA - 400 13,80 ab
FA - 250 11,20 abc
FA — 350 11,20 abc
BSB - 200 9,20 abc
FA-0 6,00 abc
BSB -0 4,00 abc
BSB - 350 4,00 abc
BSB - 300 3,80 abc
FA - 200 3,50 abc
BSB - 250 3,20 bc
FA - 300 3,00 c
FA - 150 2,90 ¢
BSB - 100 2,80 c
BSB - 400 2,00 c

Cizelgenin incelenmesinden toplamda bes istatistiki 6nemlilik grubunun elde edildigi
goriilmektedir. Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattina uygulanan farkli mutasyon dozlart ile
elde edilen mutant poplasyonlarindan alinan anterlerden gelisen kalluslardan olusan ortalama

yesil bitkicik sayilar1 14,10-2,00 arasinda degismistir.

Yesil bitkicik sayis1 6zelligi agisindan istatistiki olarak 6nemli bulunan genotip X

mutasyon dozu interaksiyonu i¢in yapilan ¢oklu karsilagtirma testi sonucunda, en yiiksek
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yesil bitkicik ortalama sayis1 ayni istatistik grupta yer alan BSB genotipinin 150 Gy dozunda
ve FA genotipinin 100 Gy dozunda sirastyla 14,10 ve 13,90 adet yesil bitkicik ortalama sayis1
ile elde edilmistir. FA genotipinin 450 Gy dozu 13,80 adet yesil bitkicik ortalama sayis1 ile
diger en yiiksek degere sahip kombinasyon olmustur. En diisiik yesil bitkicik sayilar1 ayni
istatistik grupta yer almis olan sirasiyla BSB-400 (2,00 adet), BSB-100 (2,80 adet), FA-150
(2,90 adet) ve FA-300 (3,00 adet) kombinasyonlarindan elde edilmistir.
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Sekil 4.1.9. Yesil bitkicik 6zelligi i¢in genotipxdoz interaksiyonu ortalamalari

Grafikten anlagilacagi lizere BSB genotipinden 150 Gy dozda en yiiksek yesil bitkicik
elde olunur iken, BSB genotipi en diisiik yesil bitkicik sayis1 400 Gy dozda elde edilmistir.
FA genotipi en yiiksek yesil bitkicik yanitin1 100 Gy dozda verirken, BSB genotipinin aksine

genotip x doz interaksiyonu bazinda en yiiksek yanit1 400 Gy dozda vermistir.

Kalluslardan gelisen yesil bitkicik sayis1 6zelligine iliskin genel bir degerlendirme
yapildiginda; genotipler arasinda istatistiki olarak dnemli farklar belirlenenemesine ragmen,
genotip x doz interaksiyonu ve mutasyon dozlar1 arasindaki farkliliklar dnemli bulunmustur.
Anter kiiltiirii ¢aligmalarinda yanit1 belirleyen en onemli faktorlerden biri genotip olmasina

(Barnabas ve ark., 2001; Konieczny ve ark., 2003) ragmen calismamizda genotip etkisinin
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onemsiz olmasinin nedeni az sayida bugday genotipinin kullanilmis olmas1 olabilir. Kontrol
dahil uygulanan sekiz farkli mutasyon dozu ortalama kallus sayilar1 4,40 ile 17,00 adet
arasinda degismis, en yiliksek kallus sayisi ortalamasi 150 Gy mutasyon dozunda
belirlenmistir. iki farkli ekmeklik bugday genotipine uygulanan kontrol dahil sekiz farkls
mutasyon dozu ortalama yesil bitkicik sayilar1 14,10 (BSB-150) ile 2,00 (BSB-400) adet
arasinda degismistir. Hatipoglu ve ark. (1994) tarafindan %0-%13 arasinda ve El-Hennawy
ve ark. (2011) tarafindan 0-10 adet arasinda belirlenen yesil bitkicik sayisi degerleri ile

calisamamizda elde ettigimiz sonuglar arasinda benzerlikler bulunmaktadir.

4.1.4. Seraya aktarilan bitki sayis1

Tiim bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda oncelikli amag kallus sayisinin olabildigince
yiiksek elde edilmesidir. Buna karsilik yesil bitkicik, seraya aktarilan bitki sayisinin da o
Olciide yiiksek olmas1 elde edilecek haploid/doubled-haploid bitki sayisinin o Slgiide fazla
olmasina olanak saglayacak olmasi nedeniyle calisgamanin basarisini ve etkinligini artiracak

bir 0zellik olarak kabul edilmektedir.

Calismada kullanilan iki farkli ekmeklik ileri hattina uygulanan kontrol dahil sekiz
farkli mutasyon dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alinan anterlerden
elde edilen kalluslardan olusan yesil bitkilerden gelisen ve seraya aktarilan bitki sayilari

iizerinde varyans analizi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.1.4.1. de verilmistir.

Cizelge 4.1.4.1. Seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligi i¢in varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD TKO a;le; 161:1 Oﬁjlfrlrim Fhesap
Genotip 1 46,513 46,513 4,617
Hata-1 8 80,600 10,075

Mutasyon Dozu 7 234,087 33,441 2,953**
Genotip x Mutasyon| | 48508 | 61207 5,406%*
Doz Interaksiyonu

Hata 2 56 634,200 11,325

Genel 79 1423,988 18,025

** ortalamalar arasindaki farklilik 0,01 diizeyinde istatistik olarak énemlidir

Kalluslardan elde edilen seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligi i¢in yapilan varyans

analizi sonucuna gére mutasyon dozlar1 arasindaki farkliliklar ile genotip x mutasyon dozu
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interaksiyonu istatistik olarak 0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genotiplerin seraya
aktarilan bitki sayilar1 arasindaki farklilklar ise istatistiki olarak dnemli bulunmamistir. Bu da
genotiplere uygulanan mutasyon dozlarinin seraya aktarilan bitkicik sayilar1 arasindaki

farkliligin istatistik olarak dnemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.1.10. Seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalar:

Yapilan varyans analizi sonucunda seraya aktarilan bitki sayilarinda istatistiki olarak
onemli farklilik olmamasma ragmen, BSB genotipinden FA genotipine oranla daha fazla

seraya aktarilan bitki sayisia sahip oldugu Sekil 4.1.10. dan goriilmektedir.

Seraya aktarilan bitki sayis1 Ozelligine iliskin yapilan varyans analis tablosunda
istatistiki olarak onemli bulunan mutasyon dozu, genotip x mutasyon dozu interaksiyonu
ortalamalar: arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in Duncan onemlilik testi yapilmis ve
sonuglar1 Cizelge4.1.4.2. ve 4.1.4.3. de verilmistir.
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Cizelge 4.1.4.2. Seraya aktarilan bitkicik sayis1 6zelligine iliskin mutasyon dozu ortalamalari
ve onemlilikleri

Mutasyon Dozu ( Gy) Ortalama
150 8,50 a

300 6,20 ab
100 5,50 abc
350 520 bc
200 4,50 bc
400 4,20 bc
0 3,70 bc
250 210 ¢

Seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligine iligkin yapilan varyans analis tablosunda
istatistiki olarak Onemli bulunan mutasyon dozu igin gergeklestirilen Onemlilik testi
sonucunda toplamda bes istatistiki onemlilik grubu elde edilmistir. Iki farkli ekmeklik
bugday ileri hattima uygulanan farkli mutasyon dozlarindan ile elde edilen ortalama seraya

aktarilan bitkicik sayilar1 sayilar1 8,50-2,10 adet arasinda degismistir.

Cizelge 4.1.1.2. den mutasyon dozlar1 arasinda 150 Gy dozu 8,50 adet ortalama seraya
aktarilan bitki sayisi ile ilk sirada yer aldigi anlagilmaktadir. Bu dozun ardindan 300 Gy (6,20
adet) ve 100 Gy (5,50 adet) dozlar1 en yiiksek seraya aktarilan bitki sayilarmin elde edildigi
mutasyon dozlar1 olmustur. En diisiik seraya aktarilan bitki sayis1 ise 250 Gy (2,10 adet)
dozundan elde edilmistir (Sekil 4.1.10.).
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Sekil 4.1.11. Seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligi i¢in mutasyon dozu ortalamalar1

Sekil 4.1.11. incelendiginde, kontrol dozundan sonra 150 Gy mutasyon dozunda
seraya aktarilan bitki sayisiin maksimuma ulastigi goriilmektedir. 150 Gy dan sonra 250 Gy
doz (en diisiik seyara akltarilan bitki sayis1) hari¢ diger mutasyon dozlarinda seraya aktarilan

bitki sayilarmin genelde azaldig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.1.4.3. Seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligine iligkin genotip x mutasyon dozu
ortalamalar1 ve 6nemlilikleri

Genotip x Mutasyon Dozu Ortalama
BSB - 150 13,20 a
BSB - 300 720 b
BSB - 350 7,00 bc
BSB - 200 7,00 bc
FA - 400 6,80 bc
FA - 100 6,60 bc
FA-0 5,80 bcd
FA - 300 520 bcd
BSB - 100 4,40 bcde
FA - 150 3,80 bcde
BSB - 250 3,40 bcde
FA - 350 3,40 bcde
FA - 200 3,00 cde
BSB -0 2,60 de
FA - 250 2,00 e
BSB - 400 2,00 e

Cizelgenin incelenmesinden toplamda sekiz farkli istatistiki onemlilik grubunun elde
edildigi goriilmektedir. Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattma uygulanan farkli mutasyon
dozlar1 ile elde edilen mutant poplasyonlarindan alman anterlerden gelisen yesil bitkiciklerden

ortalama seraya aktarilan yesil bitki sayilar1 13,20-2,00 arasinda degismistir.

En yiiksek seraya aktarilan bitki sayis1 BSB genotipinin 150 Gy dozundan (13,20 adet)
elde edilmistir. Swrasiyla, BSB-300, BSB-350, BSB-200, FA-400 ve FA-100 genotip X

mutasyon dozu kombinasyonlar1 diger en yiiksek seraya aktarilan bitki sayilarmi veren
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kombinasyonlar olmustur. Ayni istatistiki grupta yer alan BSB genotipinin 400 Gy ve FA
genotipinin 250 Gy dozlar1 en diisiikk seraya aktarilan bitkicik sayilarmi vermislerdir. BSB
genotipinin 0 Gy dozu ve FA genotipinin 250 Gy dozu en diisiik setaya aktarilan bitki sayisini
veren diger kombinasyonlar olmustur (Cizelge 4.1.4.3.; Sekil 4.1.11).
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Sekil 4.1.12. Seraya aktarilan bitki 6zelligi i¢in genotip x doz interaksiyonu ortalamalari

Sekilden goriildiigl tizere en diisiik genotip doz interaksiyonu BSB - 400 genotipi
olup bunu FA - 250 genotipi izlemekte, pik noktada ise BSB - 150 genotipi oldugu

goriilmektedir.

Kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden seraya aktarilan bitki sayisi 6zelligine iligkin
genel bir degerlendirme yapildiginda; genotipler arasinda istatistiki olarak 6nemli farklar
belirlenenemesine ragmen, genotip x doz interaksiyonu ve mutasyon dozlari arasindaki
farkliliklar 6nemli bulunmustur. Anter kiiltiirii calismalarinda yanit1 belirleyen en 6nemli
faktorlerden biri genotip olmasina (Barnabas ve ark., 2001) ragmen ¢aligmamizda genotip
etkisinin 6nemsiz olmasinin nedeni az sayida bugday genotipinin kullanilmis olmasi olabilir.
Kontrol dahil uygulanan sekiz farkli mutasyon dozu ortalama yesil bitkicik 8,50 ile 2,10 adet

arasinda degismis, en yiiksek seraya aktarilan yesil bitki sayis1 ortalamas1 150 Gy mutasyon
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dozunda belirlenmistir. Iki farkli ekmeklik bugday genotipine uygulanan kontrol dahil sekiz
farkli mutasyon dozu ortalama yesil bitkicik sayilar1 13,20 (BSB-150) ile 2,00 (BSB-400)
adet arasinda degismistir. Elde ettigimiz bu sonug¢lar Khiabani ve ark. (2008) tarafindan 2,46-
26,12 adet ve Lashermes ve ark. (1991) tarafindan %0,3 ile %22,4 olarak belirlenen seraya

aktarilan yesil bitki sayis1 degerleri ile benzerlikler bulunmaktadir.

4.1.5. Haploid bitki sayisi

Yogun olarak bugday islahi programlarinda uygulanan anter kiiltiirii ¢alismalarinda
hedeflenen haploid bitki sayisiin teorik olarak yiiksek olmasi arzu edilir. Haploid bitkiler
fertil olmadig1 i¢in uygun zamanda kromozom sayismnin katlanarak fertil doubled-haploid

bitkilerin elde edilmesi gerekir.

Calismada kullanilan iki farkli ekmeklik ileri hattina uygulanan kontrol dahil sekiz
farkli mutasyon dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alinan anterlerden
elde edilen kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen haploid bitki sayilar1 tizerinde

varyans analizi yapilmis ve sonuclar Cizelge 4.1.5.1. de verilmistir.

Cizelge 4.1.5.1. Haploid bitki say1s1 6zelligi i¢in varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynagi SD TKO a;f: 161:1 Oﬁjlfrlrirm FHesap
Genotip 1 253,550 253,550 2,904
Hata-1 8 698,585 87,323

Mutasyon Dozu 7 961,582 137,369 4,433**
Genotip x Mutasyon| 7| 63648 | 323378 | 10,437**
Doz Interaksiyonu

Hata 2 49 1518,239 30,984

Genel 72 5695,604 79,106

** ortalamalar arasindaki farklilik 0,01 diizeyinde istatistik olarak énemlidir

Iki farkli ekmeklik ileri hattma uygulanan kontrol dahil sekiz farkli mutasyon
dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alman anterlerden gelisen
kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in yapilan
varyans analizi sonucuna gére mutasyon dozlar1 arasindaki farkliliklar ile genotip x mutasyon
dozu interaksiyonu istatistik olarak 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genotiplerin haploid

bitki sayilar1 arasindakli farkliliklar ise istatistiki olarak Onemli bulunmamistir. Bu da
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genotiplere uygulanan mutasyon dozlarmin haploid bitki sayilar1 arasindaki farkliligin

istatistik olarak dnemli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.1.13. Haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in genotip ortalamalari

Yapilan varyans analizi sonucunda seraya aktarilan bitki sayilarinda istatistiki olarak
onemli farkliik olmamasma ragmen, FA genotipindenBSB genotipine oranla daha fazla

haploid bitki sayis1 elde edildigi Sekil 4.1.13. dan goriilmektedir.

Haploid bitki sayisi 6zelligine iligkin yapilan varyans analis tablosunda istatistiki
olarak dnemli bulunan mutasyon dozu, genotip x mutasyon dozu interaksiyonu ortalamalar1
arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in Duncan Onemlilik testi yapilmis ve sonuglari

Cizelge 4.1.5.2. ve Cizelge 4.1.5.3. de verilmistir.
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Cizelge 4.1.5.2. Haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin mutasyon dozu ortalamalar1 ve

onemlilikleri
Mutasyon Dozu Ortalama
400 11,50 a
100 11,30 a
150 11,10 a
200 7,10 ab
300 6,60 ab
0 420 b
350 290 b
250 210 b

Haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin mutasyon dozlari {izerinde yapilan dnemlilik testi
sonuglar1 incelendiginde, mutasyon dozlarinin ti¢ farkl istatistiki 6nemlilk grubu olusturdugu
goriilmektedir. iki farkli ekmeklik bugday ileri hattma uygulanan farkli mutasyon dozlari ile
elde edilen mutant poplasyonlarindan alinan anterlerden gelisen kalluslardan elde edilen

ortalama haploid bitki sayilar1 11,50-2,10 adet arasinda degismistir.

Haploid bitki sayist  Ozelligine iliskin  mutasyon dozlar1  ortalamalari
karsilastirildiginda, aymi istatistik grupta yer alan 400, 100 ve 150 Gy mutasyon dozlar1 en
yiiksek haploid bitki degerlerini varmislerdir. Bu mutasyon dozlarindan sonra 200 ve 300 Gy
ise yiiksek haploid bitki sayilarint veren dozlar olmustur. En diisiik haploid bitki sayilarinin
elde edildigi mutasyon dozlar1 ise ayni istatik grupta yer almis olan 250, 350 ve 0 Gy dozlar1
olmustur (Sekil 4.1.14.).
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Sekil 4.1.14. Haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in mutasyon dozu ortalamalari

Dozlarin haploid bitkicik sayilar1 grafikten 400 Gy dozda maksimum seviyede oldugu
goriilmektedir. Grafigin en sonunda minimum haploid bitkicik 250 Gy dozda olmak ile
birlikte, 0 Gy kontrol dozumuzdan sonra mutasyon dozunun degisimine gore haploid bitki

sayist artig gostermektedir.
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Cizelge 4.1.5.3. Haploid bitki sayis1 6zelligine iligkin genotip X mutasyon dozu ortalamalar1 ve

onemlilikleri
Genotip x Mutasyon Dozu Ortalama
FA -100 21,20 a
FA - 400 20,80 a
BSB - 150 15,00 ab
FA - 300 12,80 hc
BSB - 200 11,40 bcd
FA-0 6,20 cde
FA - 350 5,00 de
BSB - 250 2,40 e
BSB-0 2,20 e
BSB - 400 2,20 e
FA - 150 2,00 e
FA - 250 1,80 e
FA - 200 1,60 e
BSB - 100 1,40 e
BSB - 350 0,80 e
BSB - 300 0,40 e

Cizelgenin incelenmesinden toplamda yedi istatistiki onemlilik grubunun elde edildigi
goriilmektedir. Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattina uygulanan farkli mutasyon dozlart ile
elde edilen mutant poplasyonlarindan alinan anterlerden gelisen kalluslardan elde edilen

ortalama haploid bitki sayilar1 21,20-0,40 arasinda degismistir.

Haploid bitki sayis1 0zelligi acgisindanistatistiki olarak 6nemli bulunan genotip x
mutasyon dozu interaksiyonu i¢in yapilan ¢oklu karsilagtirma testi sonucunda, ortalamalar

ayni istatistik grupta yer alan FA genotipinin 100 Gy ve 400 Gy dozlarindan elde edilmistir.
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BSB genotipinin 150 Gy dozu 15,00 adet haploid bitki sayisi ile diger en yiiksek degere sahip
kombinasyon olmustur. En diisiik yesil bitkicik sayilar1 ayni istatistik grupta yer almis olan
sirastyla BSB-300 (0,40 adet), BSB-350 (0,80 adet), BSB-100 (1,40 adet), FA-200 (1,60
adet), FA-250 (1,80 adet), FA-150 (2,00 adet), BSB-400 (2,20 adet), BSB-0 (2,20 adet) ve
BSB-250 (2,40 adet) kombinasyonlarindan elde edilmistir (Cizelge 4.1.5.3).
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Sekil 4.1.15. Haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in genotip X doz interaksiyon ortalamalari

Genel olarak grafik incelendiginde; BSB genotipi 300 Gy dozla en diisiik seviyede
haploid bitki sayismi verirken, 150 Gy dozda maksimuma ulagsmistir. Genotip X doz
interaksiyonundan BSB genotipinde kontrol dozu ile 400 Gy dozunda ayni seviye de oldugu
goriilmektedir. FA genotipinde de en diisiik haploid bitki sayis1 200 Gy doz seviyesinde iken,
en yiiksek haploid bitkicik 100 Gy dozunda goriilmektedir. BSB genotipinde 300 Gy den 150
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Gy doza inmek, FA genotipinde de 200 Gy den 100 Gy doza inmek haploid bitki sayisin1 iki

kat arttirmistir.

Kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen haploid bitki sayis1 6zelligine
ilisgkin genel bir degerlendirme yapildiginda; genotipler arasinda istatistiki olarak 6nemli
farklar belirlenenemesine ragmen, genotip x doz interaksiyonu ve mutasyon dozlar1 arasindaki
farkliliklar onemli bulunmustur. Anter kiltiirii ¢alismalarinda yanit1 belirleyen en 6nemli
faktorlerden biri genotip olmasina (Barnabas ve ark., 2001) ragmen ¢alismamizda genotip
etkisinin dnemsiz olmasinin nedeni az sayida bugday genotipinin kullanilmig olmasi olabilir.
Kontrol dahil uygulanan sekiz farkli mutasyon dozu ortalama haploid bitki sayilar1 11,50 ile
2,10 adet arasinda degismis, en yiiksek haploid bitki sayisi ortalamasi 400 Gy mutasyon
dozunda belirlenmistir. ki farkli ekmeklik bugday genotipine uygulanan kontrol dahil sekiz
farkli mutasyon dozu ortalama haploid bitki sayis1 21,10 (FA-100) ile 0,40 (BSB-300) adet
arasinda degismistir. Elde ettigimiz bu sonuglar Khiabani ve ark. (2008) tarafindan 24,13—

2,00 adet olarak belirlenen haploid bitki sayis1 degerleri ile benzerlikler gostermektedir.

4.1.6. Spontan doubled-haploeid bitki sayisi

Tim bitki doku kiiltiirii uygulamalarinda 6ncelikli amag kallus sayisinin olabildigince
yiiksek elde edilmesidir. Buna karsilik yesil bitkicik, seraya aktarilan bitki sayismin da o
Olciide yiiksek olmas1 elde edilecek haploid/doubled-haploid bitki sayisinin o Slgiide fazla
olmasina olanak saglayacak olmasi nedeniyle calisamanin basarisini ve etkinligini artiracak
bir 6zellik olarak kabul edilmektedir. Yogun olarak bugday islah1 programlarinda uygulanan
anter kiiltlirii caligsmalarinda hedeflenen haploid bitki sayisinin teorik olarak yiiksek olmasi
arzu edilir. Haploid bitkiler fertil olmadigi i¢in uygun zamanda kromozom sayisinin
katlanarak fertil doubled-haploid bitkilerin elde edilmesi gerekir. Kromozom katlamada en
yaygm olarak kullanilan colchisin mutagen etkiye sahip oldugu icin pratikte uygulanan
haploid bitki sayisinin az olmasi buna karsilik spontan doubled-haploid bitki sayisinin yiiksek

olmasi tercih edilmekte ve colchisin uygulamasindan kagimilmaktadir.

Calismada kullanilan iki farkli ekmeklik ileri hattina uygulanan kontrol dahil sekiz

farkli mutasyon dozundan elde edilen genotiplerin M; generasyonundan alinan anterlerden
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elde edilen kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen spontan doubled-haploid bitki

sayilar1 lizerinde varyans analizi yapilmis ve sonuclar Cizelge 4.1.6.1. de verilmistir.

Cizelge 4.1.6.1. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in varyans analiz sonuglari

Kareler Kareler

Varyasyon Kaynagi SD Toplami | Ortalamasi Friesap
Genotip 1 49.612 49.612 12.083**
Hata-1 8 32.847 4.106

Mutasyon Dozu 7 112.784 16.112 7.607**

Genotip x Mutasyon

. . 7 127.749 18.250 8.617**
Doz Interaksiyonu
Hata 2 56 118.609 2.118
Genel 79 441.602 5.590

** ortalamalar arasindaki farklilik 0,01 diizeyinde istatistik olarak énemlidir

Yapilan varyans analizi sonucunda, incelenen genotipler ve mutasyon dozlar1 ortalama
spontan doubled-haploid bitki sayilar1 arasindaki farkliliklar ile genotip x mutasyon dozu
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar istatistik olarak 0.01 olasilik diizeyinde Onemli
bulunmustur. Istatistik olarak &nemli bulunan ortalamalar arasindaki farklihiklar1 ortaya
koymak i¢in Duncan 6nemlilik testi yapilmis ve sonuglar1 Cizelge 4.1.6.2., 4.1.6.3. ve 4.1.6.4.

te verilmistir.

Cizelge 4.1.6.2. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin genotip ortalamalar1 ve

onemlilikleri
Genotip Ortalama
BSB 2,25 a
FA 0,70 b

Yapilan onemlilik testi sonucunda BSB genotipi ortalama spontan doubled-haploid
bitki sayis1 bakimindan 2,25 adet ortalama ile ilk sirada yer almis olup, FA genotipi 0,70

ortalama ile ikinci sirada yer almistir (Cizelge 4.1.6.2.).
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Sekil 4.1.16. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi igin genotip ortalamalari

Sekil 4.1.16. den BSB genotipinin spontan doubled-haploid bitki olusturma

yeteneginin FA genotipinden iistiin oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1.6.3. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin mutasyon doz
ortalamalar1 ve dnemlilikleri

Mutasyon Dozu Ortalama
150 41,00 a
300 26,00 b
200 16,00 c
350 10,00 d
0 9,00 d
400 7,00 e
100 6,00 e
250 4,00 f
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Spontan doubled-haploid bitki sayisi 6zelligine iliskin mutasyon dozlari ilizerinde
yapilan onemlilik testi sonuglari incelendiginde, mutasyon dozlarmm alti farkl istatistiki
onemlilik grubu olusturdugu goriilmektedir. Iki farkli ekmeklik bugday ileri hattina
uygulanan farkli mutasyon dozlar1 ile olusan mutant poplasyonlarindan alinan anterlerden
gelisen kalluslardan elde edilen ortalama spontan doubled-haploid bitki sayilar1 41,00-4,00
adet arasinda degismistir (Cizelge 4.1.6.3.).

Spontan doubled-haploid bitki sayis1 dzelligine iliskin mutasyon dozlar1 ortalamalar1
karsilastirildiginda, 150 Gy mutasyon dozundan en yiiksek spontan doubled-haploid bitki
degeri elde edilmistir. 300 Gy ve 200 Gy mutasyon dozlar1 en yliksek spontan doubled-
haploid bitki sayisin1 veren dozlar olmustur. Bu dozlardan sonra 200 Gy mutasyon dozu
srralanmistir. En diisiik spontan doubled-haploid bitki sayilarini ise sirasiyla 250 Gy, 100 Gy,
400 Gy, 0 Gy ve 350 Gy mutasyon dozlar1 vermistir.

45

40 -

35 A

30 ~

25
® DOZLARIN SPONTAN DOUBLE
20 4 HAPLOID BITKICiK ORTALAMA
SAYILARI
15 -
10 - I
O T T T T T I T I T I T l_\
150 300 200 350 O 400 100 250

Sekil 4.1.17. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in mutasyon dozu ortalamalari

w
|

Spontan doubled-haploid bitki sayilarinin mutasyon dozlarma goére degisimi Sekil
4.1.17. den de goriilecegi gibi 150 Gy dozda maksimum 250 Gy dozda minimum seviyede
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oldugu goriilmektedir. Fakat, kontrol yani 0 Gy dozdan itibaren spontan doubled-haploid bitki

sayisinda artiglar oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.1.6.4. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin genotipxdoz
interaksiyonu ortalamalar1 ve dnemlilikleri

Genotip x Mutasyon Dozu Ortalama
BSB - 150 36,00 a
BSB - 300 25,00 b
BSB - 200 14,00 c
FA-0 800 d
BSB - 350 800 d
FA —400 5,00 e
FA - 150 5,00 e
FA—-100 4,00 ef
BSB - 250 2,00 fg
BSB - 100 2,00 fg
FA - 250 2,00 fg
FA —200 2,00 fg
FA —350 2,00 fg
BSB - 400 2,00 fg
BSB-0 1,00 g
FA - 300 1,00 g

Cizelge 4.1.6.4. in incelenmesinden toplamda sekiz farkli istatistiki Onemlilik
grubunun olustugu goriilmektedir. iki farkli ekmeklik bugday ileri hatta uygulanan farkl:
mutasyon dozlar1 ile elde edilen mutant poplasyonlarmdan alinan anterlerden gelisen
kalluslardan elde edilen ortalama spontan doubled-haploid bitki sayilar1 36,00-1,00 adet

arasinda degismistir.
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Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi agisindan istatistiki olarak Onemli
bulunan genotip x mutasyon dozu interaksiyonu i¢in yapilan c¢oklu karsilastirma testi
sonucunda, en yiiksek ortalama spontan doubled-haploid bitki sayis1 BSB genotipinin 150 Gy
dozunda elde edilmistir. BSB genotipinin 300 Gy dozu (25,00 adet) ve BSB genotipinin 200
Gy dozu (14,00 adet) en yiiksek spontan doubled-haploid bitki sayisinin elde edildigi diger
kombinasyonlar olmustur. Ayni istatistik grupta yer almis olan FA-300 ve BSB-0 1,00 adet

ortalama spontan doubled-haploid bitki sayilari ile en diisiik degerleri vermislerdir.

40
35 -
30 - W GENOTiIPXDOZ
INTERAKSIYONU
25 - SPONTAN
HAPLOID
20 - BITKiCIK
ORTALAMA
15 SAYILARI
10 -
5 .
0 .
BSB -BSB -BSB - FA —BSB - FA— FA— FA—BSB -BSB - FA— FA— FA— BSB BSB FA-
150 300 200 O 350 400 150 100 250 100 250 200 350 - -0 300
400

Sekil 4.1.17. Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in genotip X mutasyon dozu
interaksiyonu ortalamalar1

Sekil 4.1.17. in incelenmesinden de BSB genotipinin en yiiksek spontan doubled-
haploid bitki sayisinin 150 Gy mutasyon dozundan, endiisiik ise kontrol yani 0 Gy dozda elde
edildigi goriilmektedir.

FA genotipi ise BSB genotipinin aksine en yiiksek spontan doubled-haploid bitki

sayisin1 kontrol 0 Gy dozda, en diisiik ortalama ise 300 Gy dozda vermistir.
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Kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen spontan doubled-haploid bitki
sayist Ozelligine iliskin genel bir degerlendirme yapildiginda; genotip ve mutasyon dozlar1
arasindaki farkliliklar ile genotip x doz interaksiyonu istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.
Calismamizda kullanilan ekmeklik bugday genotiplerinden BSB genotipinin ortalama spontan
doubled-haploid bitki sayis1 (2,25 adet) FA genotipinin ortalama spontan doubled-haploid
bitki sayisma (0,70 adet) gore yaklasik 3 kat daha fazla olmustur. Kontrol dahil uygulanan
sekiz farkli mutasyon dozu ortalama doubled-haploid bitki sayilar1 41,00 ile 4,00 adet
arasinda degismis, en yiiksek spontan doubled-haploid bitki sayisi ortalamasi 150 Gy
mutasyon dozunda belirlenmistir. iki farkli ekmeklik bugday genotipine uygulanan kontrol
dahil sekiz farkli mutasyon dozu ortalama spontan doubled-haploid bitki 36,00 (BSB-150)
ile 1,00 (FA-300) adet arasinda degismistir. Elde ettigimiz bu degerler Holme ve ark. (1999)
tarafindan ortalama 3,6 adet olarak belirlenen spontan doubled-haploid bitki sayisi1 degerleri

ile benzerlikler géstermektedir.

4.1.7. Basari oranlarinin belirlenmesi

Bu amagla biri kilgikli digeri kilgiksiz olmak iizere 2 farkl ileri ekmeklik bugday
hattinin sekiz farkli dozlardaki mutasyon uygulamasi ile elde edilen M; generasyonundaki
mutant populasyonlarmnin anter kiiltlirii yanit1 iizerine etkilerinin ortaya konmasi amaciyla
yiriitiilen bu arastirmada, kallus, albino bitkicik, yesil bitkicik sayisi, seraya aktarilan bitki
sayis1, haploid bitki sayis1 ve doubled-haploid bitki sayilar1 belirlenmis ve yukarida ayr1 ayri
aciklanmistir. Bu boliimde basar1 oranlarinin yilizdelik olarak degisiminin genotip ve
mutasyon dozlar1 bazinda incelenebilmesi i¢in topluca degerlendirme yapilmistir.
Degerlendirmeler yapilirken 0 Gy yani uygulama yapilmamig kontrol doz baz olarak

alinmustir.

4.1.7.1. Genotiplerin karsilastirilmasi
Genotipler bazinda kallus sayisi, albino bitkicik sayisi, yesil bitkicik sayisi, seraya

aktarilan bitki ,haploid bitki sayis1 ve spontan doubled-haploid bitki sayilarmin genotiplerde
ortalama, yiizde basar1 ve degisimler Cizelge 4.1.7.1. ve Cizelge 4.1.7.2. de verilmistir.
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Genotipler arasinda ortalama kallus sayilar1 incelendiginde, alinan anterlerden BSB
genotipi i¢in 186.38 adet ve FA genotipi igin 133.13 adet ile sirasiyla %37.28 ve %26.63 iinde
kallus olusumu gerceklesmistir. BSB genotipinin FA genotipine oranla %28.57 daha fazla
kallus olusturdugu Cizelge 4.1.7.1. den goriilmektedir. Genotiplerin uygulanan kontrol
mutasyon dozuna goére degisim oranlar1 BSB genotipi i¢in %49.0 ile %-16.0 ve FA genotipi
icin %31.3 ile %-12.2 arasinda degismistir. En yiiksek olumlu degisimin gerceklestigi
mutasyon dozlar1 ise BSB genotipi icin 150 Gy ve FA genotipi i¢in 100 Gy dozu olmustur.
BSB-100 Gy ve FA-250 Gy kombinasyonlarinda da en yiiksek negatif degisim saglanmstir.
Kontrol dozuna gére mutasyon uygulamalari ile kallus oraninda genotipler i¢in genellikle artis

oldugu goriilmektedir.

Doku kiiltiirtinde yiiksek olmasi1 istenmiyen albino bitkicik sayis1 6zelligi
incelendiginde, alinan anterlerden gelisen kalluslardan BSB genotipi i¢in 32,63 adet ve FA
genotipi i¢in 21,12 adet ile sirasiyla %17,92 ve %17,55 iinde albino bitkicik geligsmistir.
Kontrol dozuna gére mutasyon uygulamalari ile genotiplerde albino bitkicik sayilarmin i¢in
genellikle azalmalara neden oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1.7.1.). BSB genotipinin FA
genotipine oranla %2,07 daha fazla albino bitkicik olusturdugu anlasilmaktadir. Genotiplerin
uygulanan kontrol mutasyon dozuna gore degisim oranlart BSB genotipi igin %-10,40 ile %-
36,66 ve FA genotipi i¢in %31,3 ile %-12,2 arasinda degismistir. En fazla negatif degisimin
gerceklestigi mutasyon dozlar1 ise BSB genotipi igin 400 Gy ve FA genotipi i¢in 200 Gy dozu

olmustur.

Bitki doku Kkiiltiiriinde Onemli bir sonu¢ olan yesil bitkicik sayis1 ozelligi
incelendiginde; BSB genotipi i¢in kontrol doza gore tiim dozlarmn oranlarinda olumlu yonde
bir artig goriilmesine ragmen FA genotipi i¢in 300 ve 400 Gy dozlar1 hari¢ diger mutasyon
dozlarmnin yesil bitkicik olusturmada Onemli olumsuz etki yaptigir Cizelge 4.1.7.1. den
anlagilmaktadir. Alian anterlerden gelisen kalluslardan BSB genotipi i¢in 49,88 adet ve FA
genotipi i¢in 71,75 adet ile sirasiyla %27,11 ve %49,98 iinde yesil bitkicik gelismistir. FA
genotipinin BSB genotipine oranla %30,48 daha fazla yesil bitkicik olusturdugu
anlasilmaktadir. Genotiplerin uygulanan kontrol mutasyon dozuna goére degisim oranlari

BSB genotipi icin %30,10 ile %9,90 ve FA genotipi i¢in %4,74 ile
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%-34,41 arasinda degismistir. En yiiksek olumlu degisimin ger¢eklestigi mutasyon dozlari ise
BSB genotipi icin 100 Gy ve FA genotipi i¢in 400 Gy dozu olmustur. FA-250, FA-350, FA-
200, FA-150 ve FA-100 Gy kombinasyonlarinda da en yiiksek negatif degisim saglanmustir.
BSB genotipinin kontrol dozuna gére mutasyon uygulamalari ile kallus oraninda genotipler

icin genellikle artis oldugu sdylenebilir.

Doku kiiltiirlerinde elde edilen kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden seraya
aktarilan bitkilerin fazla olmasi yani aklimitizasyondan dolay1 kayiplarmm minimum olmasi
istenmektedir. Boylece saglikli koklenmis haploid/spontan doubled-haploid bitki sayisinda da
artis olacaktir. Seraya aktarilan bitkicik sayis1 6zelligi incelendiginde, gelisen kalluslardan
elde edilen yesil bitkiciklerden BSB genotipi i¢in 26,50 adet ve FA genotipi igin 20,63 adet
ile swrastyla %53,91 ve %31,94 i seraya aktarilmistir. Kontrol dozuna gore mutasyon
uygulamalar1 ile seraya aktarilan bitki sayilarinin BSB genotipinde 400 Gy mutasyon dozu
hari¢ artiglara, FA genotipinde ise 150 Gy mutasyon dozu hari¢ azalmalara neden oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.1.7.2.). BSB genotipinden FA genotipine oranla %40,75 daha fazla
bitki seraya aktarilmis oldugu anlagilmaktadir. Genotiplerin uygulanan kontrol mutasyon
dozuna gore degisim oranlart BSB genotipi igin %54,20 ile %-20,80 ve FA genotipi i¢in
%14,63 ile %-28,34 arasinda degismistir. En fazla negatif degisimin gergeklestigi mutasyon
dozlar1 ise BSB genotipi i¢in 400 Gy ve FA genotipi i¢in 250 Gy dozu olmustur.

Haploidi tekniginde temel hedef yiiksek haploid bitkilerin elde edilmesidir. Bu 6zellik
bakimindan BSB genotipi i¢in 400 Gy FA genotipi i¢cin 150, 200 ve 350 Gy mutasyon dozlar1
hari¢ kontrol doza gore tim dozlarin oranlarinda bir azalis oldugu, Cizelge 4.1.7.2. den
anlagilmaktadir. Gelisen kalluslardan olusan yesil bitkiciklerden BSB genotipi i¢in 21,13 adet
ve FA genotipi i¢in 44,25 adet haploid bitki gelisimi belirlenmistir. BSB genotipi i¢in gelisen
kalluslardan %40,07 inden haploid bitki gelisimi saglanirken FA genotipinden %53,48 {inde
haploid bitki gelisimi gergeklesmistir. FA genotipinin BSB genotipine oranla %25,08 daha
fazla haploid bitki olusturdugu anlasilmaktadir. Genotiplerin uygulanan kontrol mutasyon
dozuna gore degisim oranlart BSB genotipi i¢in %7,64 ile %-55,85 ve FA genotipi igin
%25,31 ile %-27,42 arasinda degismistir. En yiiksek olumlu degisimin gergeklestigi mutasyon
dozlar1 ise BSB genotipi i¢in 400 Gy ve FA genotipi i¢in 100 Gy dozu olmustur. BSB-300,
BSB-350, BSB-100, FA-200, BSB-250, FA-150, BSB-200, BSB-150 ve FA-350 Gy

kombinasyonlarinda da negatif degisim saglanmustir.

81



Anter kiiltiirii yonteminde elde edilen kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden elde
edilen spontan doubled-haploid bitki sayisinin fazla olmasi kromozom katlanmasi igin gerekli
olan siirenin kisalmasma ve mutagen etkiye sahip olan colchisinin olusturacagi saglik
sorunlarinin 6niine gegilmesi nedeniyle bugday 1slah1 programlarinda tercih edilen bir 6zellik
olmaktadir. Bu 6zellik i¢in genotipler ve genotiplerin kontrol dozuna goére uygulanan diger
dozlar incelendiginde, BSB genotipi i¢in kontrol doza gore tiim dozlarin oranlarinda olumlu
yonde bir artig goriilmesine ragmen FA genotipi i¢in 150, 200 ve 250 Gy hari¢ diger
mutasyon dozlarinin spontan doubled-haploid bitki olusturmada onemli bir etki yapmadigi
Cizelge 4.1.7.2. den anlasilmaktadir. Seraya aktarilan yesil bitkilerden BSB genotipi i¢in 8,63
adet ve FA genotipi i¢in 4.13 adet spontan doubled-haploid bitki gelisimi belirlenmistir. BSB
genotipi i¢in gelisen kalluslardan elde edilen yesil bitkiciklerden %13,07 inden spontan
doubled-haploid bitki gelisimi elde edilirken FA genotipinden %10,13 iinde spontan doubled-
haploid bitki saglanmistir. BSB genotipinin FA genotipine oranla %22,49 daha fazla spontan
doubled-haploid bitki olusturdugu anlasilmaktadir. Genotiplerin uygulanan kontrol mutasyon
dozuna gore degisim oranlart BSB genotipi igin %19,98 ile %1,59 ve FA genotipi i¢in %6,67
ile %-10,45 arasinda degismistir. BSB genotipinin kontrol dozuna goére mutasyon
uygulamalar1 ile spontan doubled-haploid bitki sayilarinda genellikle artis oldugu
sOylenebilir. En yiiksek olumlu degisimin gerceklestigi mutasyon dozlar1 ise BSB genotipi
icin 150 Gy ve FA genotipi i¢cin 250 Gy dozu olmustur. FA-100, FA-400, FA-300 ve FA-350

Gy kombinasyonlarinda da en yiiksek negatif degisim saglanmistir.

4.1.7.2. Mutasyon dozlarinin karsilastirilmasi

Mutasyon dozlar1 bazinda kallus sayisi, albino bitkicik sayisi, yesil bitkicik sayisi,
seraya aktarillan bitki ,haploid bitki sayisi ve spontan doubled-haploid bitki sayilarinin
genotiplerde mutasyon dozlarinda ortalama, yiizde basar1 ve degisimler Cizelge 4.1.7.3. te

verilmistir.

Kontrol dahil uygulanan mutasyon dozlarinin kallus sayist 6zelligi i¢in ortalamalari
incelendiginde; alinan anterlerden gelisen kalluslarmn sayis1 221,5 (150 Gy) — 103,5 (250 Gy)
adet arasinda degismis ortalama 159,38 adet olmustur. Anterlerden gelisen kallus sayisi
ozelligine iligkin gelisme basarist agisindan en yiiksek oran (%44,30) yine 150 Gy mutasyon
dozundan elde edilmistir. 300, 100, 350 ve 400 Gy mutasyon dozlar1 yiiksek kallus basarisinin

elde edildigi diger dozlar olmustur. En diisiik kallus orant 250 Gy mutasyon dozu i¢in
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belirlenmistir. Kontrol mutasyon dozu en diisiik kallus basarisinin elde edildigi diger doz
olmustur (Cizelge 4.1.7.3.). Kontrol mutasyon dozuna gore uygulanan diger mutasyon
dozlarinin degisim oranlart %19,20 ile %-4,40 arasinda degismistir. En yliksek olumlu
degisimin ger¢eklestigi mutasyon dozu 150 Gy ve 300 Gy olmustur. 250 Gy mutasyon dozu

disindaki diger dozlarin kontrole gore kallus sayisini tesvik etigi soylenebilir.

Albino bitkicik sayist 6zelligi i¢in uygulanan farkli mutasyon dozu ortalamalar:
incelendiginde; gelisen kalluslardan elde edilen albino bitkicik sayis1 42,0 (0 Gy) — 10,5 (250
Gy) adet arasinda degismis ortalama 26,88 adet olmustur. Kalluslardan gelisen albino bitkicik
ozelligine iliskin basari oranlar1 agisindan en yiiksek oran (%41,5) yine 150 Gy mutasyon
dozundan elde edilmistir. 150 ve 300 Gy mutasyon dozlar1 yiliksek albino bitkicik sayisi
ozelligine iligkin yliksek degerlerin elde edildigi diger dozlar olmustur. Albino bitkicik
sayisinin diisiik olmast arzu edildigi i¢in en diisiik oranlarin belirlendigi 250, 400, 200, 100 ve
350 Gy mutasyon dozlar1 en uygun oranlar1 veren dozlar olmustur. En diistik kallus orani 250
Gy mutasyon dozu i¢in belirlenmistir (Cizelge 4.1.7.3.). Kontrol mutasyon dozuna gore
uygulanan diger mutasyon dozlarmin degisim oranlart %-5,94 ile %-24,51 arasinda
degismistir. En yiiksek negatif degisimin gergeklestigi mutasyon dozu 400 Gy ve 250 Gy
olmustur. 350, 300, 100 Gy mutasyon dozlar1 da albino bitkicik sayisinda yiiksek azalma
belirlenen dozlar olmustur. Uygulanan mutasyon dozlarinin kontrole gére albino bitkicik

sayisini azaltici etki gosterdikleri sdylenebilir.

Yesil bitkicik sayist 6zelligi icin uygulanan farkli mutasyon dozu ortalamalari
incelendiginde; gelisen kalluslardan elde edilen yesil bitkicik sayis1 84,00 (150 Gy) — 18,00
(250 Gy) adet arasinda degismis ortalama 55,59 adet olmustur. Kalluslardan gelisen yesil
bitkicik 6zelligine iliskin basar1 oranlar1 agisindan en yiiksek oran (%31,01) yine 400 Gy
mutasyon dozundan elde edilmistir. 350, 250, 200, 300 ve 150 Gy mutasyon dozlar1 yesil
bitkicik sayis1 6zelligine iligkin yiiksek degerlerin elde edildigi diger dozlar olmustur. Yesil
bitkicik sayismin yiiksek olmasi arzu edildigi igin bu mutasyon dozlari en uygun oranlari
veren dozlar olmustur. En diisiik yesil bitkicik oran1 0 ve 100 Gy mutasyon dozlari i¢in
belirlenmistir (Cizelge 4.1.7.3.). Kontrol mutasyon dozuna gére uygulanan diger mutasyon
dozlarmin degisim oranlar1 12,00 ile %-2,31 arasinda degismistir. En yiiksek artigin
gerceklestigi mutasyon dozlar1 400, 350 ve 250 Gy olmustur. 200, 300, 150 Gy mutasyon

dozlar1 da yesil bitkicik sayisinda artislarin belirlendigi diger dozlar olmustur. Uygulanan
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mutasyon dozlarinin kontrole gore yesil bitkicik sayisini artirici etkiye sahip olduklar

sOylenebilir.

Seraya aktarilan yesil bitki sayist 6zelligi i¢in uygulanan farkli mutasyon dozu
ortalamalar1 incelendiginde; gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen seraya aktarilan yesil
bitki sayis1 41,50 (150 Gy) — 8,50 (250 Gy) adet arasinda degismis ortalama 23,56 adet
olmustur. Yesil bitkiciklerden seraya aktarilan yesil bitki 6zelligine iliskin basar1 oranlar:
acisindan en yiiksek oran (%53,68) yine 350 Gy mutasyon dozundan elde edilmistir. 150,
250, 0 ve 300 Gy mutasyon dozlar1 yiiksek seraya aktarilan yesil bitkicik sayis1 6zelligine
iligkin yiiksek degerlerin elde edildigi diger dozlar olmustur. Seraya aktarilan yesil bitki
sayisinin yiiksek olmasi arzu edildigi icin bu mutasyon dozlar1 en uygun oranlar1 veren dozlar
olmustur. En diisiik seraya aktarilan yesil bitki oranlar1 400, 100 ve 200 Gy mutasyon dozlar1
icin belirlenmistir (Cizelge 4.1.7.3.). Kontrol mutasyon dozuna goére uygulanan diger
mutasyon dozlarinin degisim oranlar1 %8,81 ile %-21,49 arasinda degismistir. En yiiksek
artisin gerceklestigi mutasyon dozlar1 350, 150 ve 250 Gy olmustur. 400, 100, 200 ve 300 Gy
mutasyon dozlar1 da seraya aktarilan bitkicik sayisinda yiiksek oranda azalmalara neden
olmustur. Uygulanan mutasyon dozlarinin kontrole gore seraya aktarilan yesil bitki sayisini

azaltic1 etkiye sahip olduklar1 sdylenebilir.

Kontrol dahil uygulanan farkli mutasyon dozlarinin haploid bitki sayis1 6zelligi igin
ortalamalar1 incelendiginde; gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen haploid bitki sayilar1
57,50 (400 Gy) — 9,00 (250 Gy) adet arasinda degismis ortalama 65,38 adet olmustur.
Kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen haploid bitki sayis1 6zelligine iliskin en
yliksek basarisi oran1 (%74,68) yine 400 Gy mutasyon dozundan elde edilmistir. 100, 0, 150
ve 250 Gy mutasyon dozlar1 haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in yiiksek basarinin elde edildigi
diger dozlar olmustur. En diisiik oranlar1 350, 300 ve 200 Gy mutasyon dozlari i¢in
belirlenmistir (Cizelge 4.1.7.3.). Kontrol mutasyon dozuna gore uygulanan diger mutasyon
dozlarmm degisim oranlari %20,83 ile %-23,32 arasinda degismistir. En yiiksek olumlu
degisimin gergeklestigi mutasyon dozu 400 Gy ve 100 Gy olmustur. Bu mutasyon dozlar1
disindaki diger mutasyon dozlarmm kontrole goére haploid bitki sayisini azaltici yonde

etkiledigi sdylenebilir.

Spontan doubled-haploid bitki sayis1 6zelligi i¢cin uygulanan kontrol dahil farkli

mutasyon dozu ortalamalar1 incelendiginde; gelisen yesil bitkiciklerden elde edilen spontan
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doubed-haploid bitki sayis1 20,50 (150 Gy) — 2,00 (250 Gy) adet arasinda degismis ortalama
7,00 adet olmustur. Yesil bitkiciklerden elde edilen spontan doubled-haploid bitki sayis1
ozelligine iliskin basar1 oranlar1 agisindan en yiiksek oran (%24,41) yine 150 Gy mutasyon
dozundan elde edilmistir. 200, 0 ve 250 Gy mutasyon dozlar1 yiiksek spontan doubled-haploid
bitki sayist Ozelligine iliskin yiiksek degerlerin elde edildigi diger dozlar olmustur.
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En diistik spontan doubled-haploid oranlar1 100, 400, 300 ve 350 Gy mutasyon dozlar1 i¢in
belirlenmistir (Cizelge 4.1.7.3.). Kontrol mutasyon dozuna gore uygulanan diger mutasyon
dozlarinin degisim oranlar1t %12,87 ile %-7,95 arasinda degismistir. En yiiksek artisin
gerceklestigi mutasyon dozlar1 150 ve 200 Gy olmustur. Bunlar disindaki 100, 400, 300, 350
ve 250 Gy mutasyon dozlar1 da spontan doubled-haploid bitki sayisinda azalmalara neden
olmustur. Uygulanan mutasyon dozlarinin kontrole gore spontan doubled-haploid bitki

sayisini ¢cok onemli olmasa da azaltici etkiye sahip olduklar1 soylenebilir.

Besi ortamina aktarilan anterlerden gelisen kallus sayist 6zelligi i¢in elde edilen
sonuglarin genel degerlendirilmesi sonucunda, genotipler igin kallus sayisi ortalamasi 159,76
ve basar1 oran1 %31,96 oldugu, BSB genotipinin FA genotipine gore %28,57 daha fazla kallus
sayisina sahip oldugu, kallus olusturmada BSB genotipinin FA genotipine gore %10,65 daha
basaril1 oldugu soylenebilir. Kontrol dozu ile karsilastirildiginda BSB genotipi icin 100 ve
400 Gy, FA genotipi i¢in 150, 250 ve 200 Gy mutasyon dozlar1 digindaki dozlarin kallus
sayisini arttirict etkiye sahip olmustur. Mutasyon dozlarimimn kallus sayis1 6zelligi tizerine
etkileri incelendiginde; dozlarin kallus sayisinin 221,50 adet (150 Gy) ile 103,50 adet (250
Gy) arasinda degistigi ortalama 159,38 adet oldugu, kallus sayist olusturmada 150 Gy
mutasyon dozunun %44,30 ile en yiiksek basariya sahip doz oldugu ve kontrol dozuna gore
250 Gy mutasyon dozu hari¢ diger dozlarm kallus sayisii arttirict etkiye sahip oldugu
anlagilmaktadir. Calisgmamizda elde ettigimiz %31,95 lik kallus orani, Ghaffari ve ark. (2004)
nin 200 Gy mutasyon dozunda belirledigi en yliksek kallus elde edilme orani olan %12.,5 ve
Sesek (1994) belirledigi %13,3 ortalama kallus sayisindan daha yiiksek bulunmustur. Bu
farkliligin sebebi kullanilan gesitlerin ve yetistirme ortaminin farkliligi olabilir. Ayn1 zamanda
elde edilen bu sonuglar Khiabani ve ark. (2008) in elde ettigi ortalama %28,42 deger ile

desteklenmektedir.

Besi ortamma aktarilan anterlerden gelisen albino bitkicik sayist 6zelligi igin elde
edilen sonuglarm topluca degerlendirilmesinden, genotipler i¢in albino bitkicik sayisi
ortalamasi1 26,88 ve basar1 oran1 %17,74 oldugu anlasilmaktadir. BSB ve FA genotipi
birbirine yakin ortalama albino bitkicik sayilarina sahip olmustur. Bugday 1slah
programlarinda anter kiiltiirii uygulamalarinda kalluslardan gelisen albino bitkicik sayisi
olduk¢a yiiksek olmakta ve dolayisiyla basariyr smirlandiran en onemli faktorlerden biri
konumundadir (Cistue ve ark., 2006). Bu yiizden albino bitkicik sayisinin olabildigince diistik
olmasi istendigi igin FA genotipinin BSB genotipine gore %0,37 daha basarili oldugu

87



sOylenebilir. Kontrol dozu ile karsilastirildiginda genellikle mutasyon dozlarinin her iki
genotipte de albino bitkicik sayisini azaltict etkiye sahip oldugu bu azalmanin BSB genotipi
icin FA genotipine gore %42,62 daha fazla oldugu goriilmektedir. Mutasyon dozlarinin
albino bitkicik 6zelligi lizerine etkileri incelendiginde; dozlarm albino bitkicik sayilarmin 42
adet (0 Gy) ile 10,50 adet (250 Gy) arasinda degistigi ortalama 26,88 adet oldugu, albino
bitkicik olusturmada 400 Gy mutasyon dozunun %8,13 ile en yiiksek basariya sahip doz
oldugu ve kontrol dozuna gore tiim mutasyon dozlarinin albino bitkicik sayisini azaltic etkiye
sahip oldugu soylenebilir. Elde ettigimiz %22,31 lik ortalama albino bitkicik sayis1 degerleri
Armstrong ve ark. (1992) %47,3 liikk albino bitkicik sayisinin altinda, El-Hennawy ve ark.
(2011) acikladigr ortalama %12,00 lik albino bitkicik sayismin iizerinde yer almistir. Bu
farkliligin nedeni arastirmacidan farkli olarak mutasyon uygulamasinin yapilmis olmasi ve
kullanilan genotiplerin farkliligindan kaynaklanmis olabilir. Bunun ile birlikte sonuglarimiz
kontrol dozuna gdére mutasyon uygulanmis dozlardan elde edilen albino bitkicik sayisinda

olduk¢a fazla azalma oldugunu agiklayan Lu ve ark. (1999) nin sonuglar1 ile uyum igindedir.

Besi ortamina aktarilan anterlerden gelisen yesil bitkicik sayis1 6zelligi i¢in elde edilen
sonuglarin topluca degerlendirilmesinden, genotipler i¢in yesil bitkicik sayis1 ortalamasi 60,82
ve basar1 oran1 %38,55 oldugu goriilmektedir. FA genotipi i¢in elde edilen ortalama yesil
bitkicik sayis1 71,75 adet ile BSB genotipi i¢in elde edilen ortalama 49,88 adet yesil bitkicik
sayisina gore %30,48 daha fazla gerceklesmistir. Yesil bitkicik sayisiin bitki doku
kiiltiirlerinde olabildigince yiiksek olmasi arzu edilmesi nedeniyle FA genotipi BSB
genotipine gore %22,87 oraninda daha yiiksek basariya sahip olmustur. Kontrol dozu ile
karsilastirildiginda genellikle mutasyon dozlarinin BSB genotipi i¢in Yesil bitkicik sayisini
arttirict etkiye, FA genotipinde ise azaltici etkiye sahip oldugu anlagilmaktadir. Mutasyon
dozlarmmin yesil bitkicik 6zelligi iizerine etkileri incelendiginde; dozlarin yesil bitkicik
ortalama sayilarinin 84 adet (150 Gy) ile 18 adet (250 Gy) arasinda degistigi ve ortalama
55,59 adet oldugu, yesil bitkicik olusturmada 400 Gy mutasyon dozunun %31,01 ile en
yiiksek basariya sahip doz oldugu ve kontrol dozuna gore 100 Gy hari¢ diger tiim mutasyon
dozlarmm yesil bitkicik sayismi arttirict etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Bu verilerin
is1ginda elde ettigimiz %31,36 lik yesil bitkicik orani, Molina ve Aldana (2001) nin
belirledigi %27,40 lik oran ve Lashermes ve ark. (1991) 1n belirledigi %25,00 yesil bitkicik

oranlari ile desteklenmektedir.
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Besi ortammna aktarilan anterlerden gelisen kalluslardan elde edilen yesil
bitkiciklerden seraya aktarilan bitki sayis1 6zelligi icin elde edilen sonuglarin topluca
degerlendirilmesinden, genotipler i¢in yesil bitkicik sayist ortalamasi 23,57 ve basari orant
%42,97 oldugu goriilmektedir. BSB genotipinden FA genotipine gore %22,15 daha fazla bitki
seraya aktarilmistir. Seraya aktarilan bitki sayisinin olabildigince yiiksek olmasi istendigi i¢in
BSB genotipi FA genotipine gore %40,59 daha basarili olmustur. Kontrol dozu ile
karsilastirildiginda genellikle mutasyon dozlarinin BSB genotipinde seraya aktarilan bitki
sayisint arttiricy, FA genotipinde ise azaltici etkiye sahip olmustur. Mutasyon dozlarmin
seraya aktarilan bitki 6zelligi tizerine etkileri incelendiginde; dozlarin seraya aktarilan bitki
sayilarinin 41.50 adet (150 Gy) ile 8,50 adet (250 Gy) arasinda degistigi ortalama 23,56 adet
oldugu, seraya aktarilan bitki olusturmada 350 Gy mutasyon dozunun %53,68 ile en yiiksek
basariya sahip doz oldugu ve kontrol dozuna gore 350, 150 ve 250 mutasyon dozlarmin
seraya aktarilan bitki sayisini arttirici etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Calisma sonunda

kalluslardan gelisen yesil bitkiciklerden %42,97 si seraya aktarilmistir.

Besi ortamina aktarilan anterlerden gelisen kalluslardan olusan yesil bitki sayisindan,
elde edilen haploid bitki sayis1 6zelligi i¢in elde edilen verilere gore, genotipler igin haploid
bitki sayis1 ortalamasi 32,69 ve basari oran1 %46,78 olarak belirlenmistir. FA genotipi 45,25
adet ile BSB genotipinin 21,13 adet ortalama haploid bitki sayilarina goére %52,25 oraninda
daha fazla haploid bitkiye sahip olmustur. Haploid bitki sayisinin olabildigince yiiksek olmas1
istendigi icin FA genotipinin BSB genotipine gore %13,41 daha basarili sonuclar verdigi
anlasilmistir. Kontrol dozu ile karsilastirildiginda genellikle mutasyon dozlarmin BSB
genotipinde haploid bitki sayisini azaltici, FA genotipinde arttirici etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Mutasyon dozlarmin haploid bitki 6zelligi iizerine etkileri incelendiginde;
dozlarin haploid bitki sayilarmin 57,50 adet (400 Gy) ile 9,25 adet (250 Gy) arasinda
degistigi ortalama 32,69 adet oldugu, haploid bitki olusturmada 400 Gy mutasyon dozunun
%74,68 ile en yiiksek basartya sahip doz oldugu ve kontrol dozuna gore 100 ve 400 Gy
disindaki tiim mutasyon dozlarimin haploid bitki sayisini azaltict etkiye sahip oldugu
sOylenebilir. Caligmamizda elde ettigimiz ortalama haploid bitki sayis1 olan %49,35, Chen ve
ark. (2001) nin belirledigi %70 degerinin altinda, Tiwari ve Rahimbaves (1992) nin belirttigi
%15-20 degerinin tizerinde ve Armstrong ve ark. (1987) nin %47,9 luk haploid bitki sayisi ile

benzerlik gostermektedir.
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Besi ortammna aktarilan anterlerden gelisen kalluslardan elde edilen yesil
bitkiciklerden seraya aktarilan bitkilerden elde edilen spontan doubled-haploid bitki sayisi
ozelligi i¢in elde edilen sonuglara gore, genotipler icin spontan doubled-haploid sayisi
ortalamasi 6,38 ve basari orani %11,60 olarak belirlenmistir. BSB genotipi 8,63 adet ortalama
ile FA genotipinin 4,13 adet ortalamasina gore % 52,14 oraninda daha fazla spontan doubled-
haploid bitki sayisina sahip olmustur. Spontan doubled-haploid bitki sayisinin olabildigince
yiiksek olmasi istendigi i¢in BSB genotipinin FA genotipine gore %2,37 daha basarili oldugu
sOylenebilir. Kontrol dozu ile karsilastirildiginda genellikle mutasyon dozlarinin BSB
genotipi icin spontan doubled-haploid bitki sayisini arttirict etkiye, FA genotipi igin ise 150,
200 ve 250 Gy disinda azaltic1 etkiye sahip oldugu bu azalmanin BSB genotipi i¢cin FA
genotipine gore %11,18 daha fazla oldugu anlasilmaktadir. Mutasyon dozlarinm spontan
doubled-haploid bitki 6zelligi tizerine etkileri incelendiginde; dozlarin spontan doubled-
haploid bitki 20,50 adet (150 Gy) ile 2,00 adet (250 Gy) arasinda degistigi ortalama 7,00 adet
oldugu, spontan doubled-haploid bitki olusturmada 150 Gy mutasyon dozunun %24,41 ile en
yiiksek basariya sahip doz oldugu ve kontrol dozuna gore 150 ve 200 Gy disinda tiim
mutasyon dozlarinin spontan doubled-haploid bitki sayisini azaltici etkiye sahip oldugu
anlasilmaktadir. Arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz ortalama %211,55 spontan doubled-
haploid orani Lantos ve ark. (2013b) acikladigi %35,00 ve Chen ve ark. (2001) in
calismalarinda elde ettigi %19,30 degerlerinden farklilik géstermesine ragmen Khaiabani ve

ark. (2008) nin agikladig1 %13,07 ile benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER.

Aragtirmada incelenen tiim anter kiiltlirii 6zellikleri i¢in kullanilan genotipler (BSB ve
FA) istatistiksel olarak 6nemli etkide bulunmamiglardir. Bunun nedeni yeterince farkli
ozelliklere sahip ekmeklik bugday genotiplerinin kullanilmas1 olabilir. Benzer ¢aligmalarda
anter kiltiiriine reaksiyonlar1 bilinen daha fazla sayida ekmeklik bugday genotipinin
kullanilmasiyla bugday 1slah programlarinda anter kiiltiiriinden daha etkin yararlanmanin

miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Arastirmada incelenen tiim anter kiiltlirii Ozellikleri i¢in kullanilan genotiplere
uygulanan gamma 151n1 dozlar1 ve genotip x mutasyon dozu interaksiyonlar1 etkileri istatistiki
olarak dnemli bulunmustur. Mutasyon dozu etkilerinin kullanilan genotiplere gore etkilerinde
degisiklik olmakla birlikte genel olarak 150 Gy dozu kallus gelisimi ve spontan doubled-
haploid bitki sayisin1 artirict ve albino bitkicik sayisini azaltici etkiye sahip oldugu, 100 Gy
dozu yesil bitkicik ve haploid bitki sayisini artirici etkiye sahip 0lmasi nedeniyle mutasyon
islah1 ¢alismalarinda anter kiiltiirinden daha etkin yararlanabilmek icin diisiik doz

uygulamalar1 yapilmasinin daha dogru olabilecegi kanisina varilmistir.

Arastirmada, elde edilen spontan doubled-haploid bitkiler 2015-16 yetistirme yilinda
tarla kosullarinda yetistirilmis, bitkisel 6zellikleri ve agronomik skorlama sonucunda {imitvar
olabilecegine karar verilen yaklasik 100 spontan doubled-haploid hat segilerek mikro verim

denemelerine alimacaktir.

Buradan da gamma 151n1 uygulamasi ile anter kiiltiiriine yanitin artirilabilecegi, bitki
1slah1 programlarinda mutasyon 1slahi ile anter kiiltiirii tekniginin kombine edilebilecegi ve bu
sekilde 1slah programinin siiresinin daha da kisaltilarak etkinliginin artirilmasmin miimkiin

olacagi sonucuna varilmstir.
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OZGECMIS

1987 yilinda Tekirdag’m Corlu ilgesinde dogdu. ilkokul, ortaokul ve lise grenimini
Tekirdag’m Corlu ilgesinde tamamladi. Ogrenim hayatma erken yasta baslamasi sebebiyle;
2003 yilinda Trakya Universitesi Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiinii
kazanarak yiiksek 6grenimine devam etti. 2007 yilinda mezun oldu ve ayni yil Tekirdag
Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarla Bitkileri Boliimiinde yiiksek lisans
egitimine basladi. 2009 yilinda askerlik gorevini tamamladi. 2010 yilinda yiiksek lisans
egitimini tamamlayarak yine ayni yil doktora egitimine devam etti. Bir yil siire ile bir
kompoze giibre firmesinin bdlge satis sorumlusu olarak calist. Namik Kemal
Universitesi’nde 2010 yili agustos aymda baslayan “Melez Misir Hatlarnda Dihaploid
Hatlarin Elde Edilmesi ve Kullanilmasi” konulu TUBITAK projesinde doktorant bursiyer
olarak iki y1l gorev aldi. 2013 yilinda giibre, tohum ve ilag sirketi ortakligi blinyesinde satis,
teknik destek gibi gorevlerde bulundu. Bu siire¢ icerisinde Macaristan’in Szeged kentinde
bulunan GK Tahil Arastirma Enstitiisiinde doktora tezi igin arastirmalarda bulundu. 2015 yil1
itibari ile 6zel sirketinden ayrilip Ziya Organik Tarim Isletmelerinin AR-GE miidiirii oldu.
Daha sonra Yerli bir zirai ila¢ sanayinde Avrupa danismani olarak goreve basladi. Halen bu

gorevde galismakta ve Tekirdag Saray ilgesinde sahsi ¢ift¢iligine devam etmektedir.
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